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研究 而 来 ， 其 中 涉及 从 物理 到 化 学 以 及 从 生物 化 学 到 生物 学 和 得 

传 学 的 研究 。 一 个 包括 核酸 千 构 及 功能 的 各 方面 的 广泛 著述 将 需 
要 几 答 的 篇 幅 加 以 如 载 ,而 且 亦 在 任何 著者 能 力 范围 以 外 。 因 此 ， 
的 。 SES 
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第 一 章 4 


化 学 、 和 胞 学 和 遗传 学 的 粽 合 研究 使 人 们 相信 核酸 在 控制 生 
病 肠 的 新 陈 代谢 、 生 殖 以 及 年 长 方面 具有 非常 重要 的 意义 。 差不多 
。 所 有 新 陈 代谢 的 进行 都 要 通过 酶 的 作用 ， 而 这 些 酶 的 合成 是 受 遗 
” 便 单 位 基因 所 控制 的 。 当 鼻 胞 分 裂 时 ,基因 必须 可 以 复制 ,而 
村 新 的 还 自 后 分 子 的 合成 加 以 控制 。 在 过 去 有 二 冰 
A, Pe BU SER AH EO BK Le 
。 核酸 和 和 蛋 白质 。 但 近来 具有 可 以 信服 的 证 据 证 明基 因 所 具 的 重要 
ER REM, TR EE BK 

7 5S EH ESHER Avery, Macleod 和 McOarty™ 
”的 发 现 。 这 个 发 现 指出 首先 由 Griffith” pry EM 
OS PEGE, ET RU 
RL FERE HH ARTA I 型 的 及 变形 体 完 全 转变 为 包含 在 囊 
”中 的 肺 类 球菌 III 型 的 8 竹 胞 。 这 种 工作 未 货 立 序 得 到 应 有 的 广 
泛 承 认 , 主 要 因为 在 当时 关于 核酸 的 千 构 仍 趋向 于 错误 的 偏见 , 认 


。 特征 后 ， 特 别 是 Hershey 和 Chase" 的 工作 指出 噬菌体 的 本 性 与 
， 作用 后 , Avery 及 其 同 工 者 的 工作 的 重要 性 和 途 得 到 普 逼 的 承认 。 
Hershey 和 Ohasef 能 够 迹 明 当 大 肠 噬 菌 体 在 适当 的 环境 下 加 
SBA ER RUS, ALCOR AE BPE ES, EA 
0， 糖 核酸 和 一 小 部 分 可 溶性 蛋白 质 途 进入 竹 胞 中 ， 而 大 部 分 的 蛋 自 
， ， 质 则 遗留 在 租 胞 外 面 。 在 宿主 站 胞 中 后 期 所 发 生 的 噬菌体 生殖 过 
bh, HAWES RAS Ak, LORS A 
4a sea Ase 5 TEAR RE WY TAA HY FEAR RC 
如 一 般 所 假定 的 种 属 特异 物质 是 在 特殊 的 遗传 决定 因素 影响 下 所 
产生 的 。 在 生成 这 种 物质 时 ,不 是 胸 氧 友 糖 核酸 就 是 可 溶性 蛋白 


， 为 核酸 是 一 个 四 核 音 酸 分 子 。 但 是 , 当 洞察 到 核酸 具有 大 分 子 的 “、 


2 第 一 章 引 F 


质 进 入 竹 胞 中 ,或 且 两 者 均 进 入 。Hershey 四 人骨 指 出 , 进 丰 和 胞 的 易 
JB , CDBG ITB HY “Se 3 By Jt” a 97 % 肌 氧 成 糖 核酸 和 39 蛋白 质 所 
TLS, ALES 2 Sk — A Be — Fp BAST PR SERIE RB 在 
目前 何不 可 能 。 但 是 ， Herriot py A Mm HORS ashy A I 
ARAL, FIGHT 8, EE SORBET I PJ — J Wes |. 
们 注意 的 进入 灶 胞 的 选择 性 物质 。 这 种 见解 为 Doermann Chase 
和 tahl ”从 受 紫 外 光 作 用 失去 活力 的 噬菌体 去 找寻 其 中 采 坝 
冬 扣 的 遭 传 信息 载体 的 研究 千 果 以 及 Stentm 用 同位 素 示 踪 作 同 
FSET HS RE RITA. AEWA Bye SSL RS ri pe enh 
”作用 的 进一步 证 明 SA Hraenkel-Oonrat 加 与 Gierer 和 Sch- 
ramm ” 的 各 自 独立 的 观察 ， 序 从 烟草 花 叶 病毒 分 离 出 来 的 友 业 
全 本 具有 病毒 的 活 仁 ， 而 这 些 活性 可 以 认为 差不多 完 侍 为 天 然 病 
SN RAVAN SR TE ASEAN 
th 2 a 
EDR AT AE ERED, — BEI aise Ay 
STE ET Te GA PE ES OMA I, Te 
UTE BEES IR TSP EHR BE My A | 
RATES F DLR RET WR OD q 
BCE HEISE AE, C—O ge 
BS TCSP REAR PP RII — BIB A tk ER — 1 
PSUR DE BS — “Ne RRR EEA, AEE at apse rh a 
AS Fb LBs 24s 0 AR a me a aR ee ee 
ORR ST Fe ACTER SOR, (LICE 
RE AOE TY DSA tte He EEE se seRen 
AEA T REET, BR HH Ree sc 
ERP ET FAHEY APLAR, 15 AE — Lebo dm Hi steps 
二 省 物 亦 一 定 不 相同 ， 象 沉降 系数 的 广大 分 布 所 表示 的 吧 二 级 
有 光 “性 可 以 都 分 地 在 提取 时 人 为 地 产生 。 但是, mae) 
FADS Zee 进行 的 核酸 分 狼 分 离 麦 示 出 洗 腊 液 的 成 分 
SUL REVERENCE, FELD Paty TUK aA He 


ot a 3 


— aan elleelgaaigigl 
He. BEARER SURI RN BRINN HRA, 
BMD RA TK EK DALE 


研究 核酸 ， 特 别 研究 其 生物 学 功能 ,近年 来 已 因 1958 年 
Watson 和 Orick™® 所 建 凡 的 腊 氧 友 糖 核酸 的 灶 构 模型 而 大 大 地 


SIRE. 这 个 烙 构 模型 除 小 部 分 靶 修 改 外 , BIE BIER 


。 和 碱 和 喀 啶 碱 互 补 排列 所 成 的 两 条 多 核 背 酸 键 使 Watson 和 Orick ， 


6 


TRB IR SSEANE HS. XV TEJS JL BE PN i 


FALTER ERS , DBC yd A Ee OR Te (A 8 


DS TL PAS Tl ATURE DBL TT SD EE FE, ORE a 


UABIRA FA DA —-A SE REA AAS RNR 
板 而 直接 自行 复制 。 这 个 分 人 兴奋 的 建议 却 引起 了 很 多 问题 ， 其 
中 包括 这 两 条 绒 和 绕 在 一 起 的 多 核 苷 酸 链 的 分 开 以 及 Delbriick 和 
Stent ” 所 群 租 诗 论 过 的 几 个 复制 方法 的 修改 。 虽然 Watson 和 
Crick 所 建 玉 的 原来 核酸 结构 及 其 复制 机 制 均 便 沟 修 改 ， 但 他 全 


根据 几 个 不 同 实验 室 所 累积 的 化 学 的 与 物理 的 证 据 所 作出 的 页 
。 献 ,在 核酸 知识 的 发 展 方面 可 算是 一 个 划时代 的 事件 。 


核酸 的 发 现 为 Mieseher 研究 工作 的 结果。 他 在 1868 ~ 69 年 


在 Tbpingen bk Hoppe-Seyler Wy Scie ss C/E it WSK HEL AY A LAY 


牛 提 取出 一 种 物质 ,他 称 之 为 ' 核 素 ;(Nuclein)。 这 个 具有 酸性 的 物  — 


质 特 别 使 人 感到 兴趣 ,因为 它 含 有 相当 高 的 磅 成 分 ,而 在 当时 所 知 


— PHAR PRS ALI A RAPE a . Miescher 把 


他 的 工作 告知 也 oppe-8eyler,， 他 感到 非常 有 兴趣 而 惊奇 ， 因 此 他 


。 素 自 重复 了 Miescher 的 用 和 胞 的 实验 , 卉 且 请 他 的 两 个 学 生 Plbsz 


和 Litbavin 用 除 肌 外 的 物质 \ 如 蛋黄 酵母 . 乳 酷 和 篇 类 及 怜 虫 类 
动物 的 红血球 ) 求 检查 Miescher 的 方法 。 当 MSR’ WARE 
后 , Miescher 和 Hoppe-geyler 及 其 学 生 的 工作 郎 于 1871 年 aa 发 
表 于 Hoppe-Seyler 的 Medicimisch-chemische Untersuchungen 2% 
志 中 。 继 后 Altmann”, Bp Ame’ — Ay AAAS, 发 表 了 ' 核 素 ， 
的 简便 的 一 般 制 法 。 


4 ee og] OS 
不 幸 得 很 ，Miescher 充分 证 明 核酸 为 高 聚 物 的 工作 和 被 后 来 的 


研究 工作 者 们 所 忽 秽 ， 他 们 利用 有 机 化 学 中 的 降解 方法 将 用 酸 和 
碱 并 用 加 热处理 的 方法 从 组 绫 中 提取 出 来 的 物质 作为 研究 。 用 这 


样 提取 方法 所 得 的 产物 ， 虽 然 只 适宜 于 作为 核酸 水 解 产 胸 的 检查 


和 核酸 降解 产物 的 研究 ,但 与 天 然 核酸 很 少 相 似 之 处 。 


许多 根据 利用 降解 物质 进行 研究 而 作出 的 假定 常 导 致 鱼 训 的 “下 


猪 论 ， 其 中 有 些 还 严重 地 阻碍 着 关于 核酸 和 结构 与 功能 的 知 误 的 进 


一 步 发 展 。 例 如 ,过 去 将 近 10~15 年 间 认 为 核酸 分 子 是 一 个 四 核 


昔 酸 的 概念 是 由 于 发 现 酵 母 核酸 的 水 解 物 中 含有 4 个 几乎 等 分 子 
比例 的 核 苷 酸 分 子 以 及 以 后 被 证 明 是 错误 的 22 Fy BT 
而 来 的 。 这 个 错 避 的 测定 表示 核酸 粒子 的 大 小 相当 于 4 个 核 背 酸 
分 子 。 但 是 不 管 这 样 的 批 币 , 利用 古典 有 机 化 学 的 方法 以 进行 隆 
解 的 研究 对 于 确定 硼 成 核酸 的 基本 分 子 仍 具 非 常 重要 的 意义 。 

从 这 个 工作 的 车 果 产生 了 核酸 存在 着 两 种 显然 不 同类 型 的 概 


念 。 一 种 是 从 酵母 而 来 的 核酸 , 47K REN A RO 


喀 吓 、 尿 喀 吓 、 磷 酸 和 一 种 外 Hammarsten 认为 是 一 种 成 糖 ， 而 
Levene 和 Jacobs23 则 确定 为 核糖 的 糖 。 另 一 种 是 从 胸腺 而 来 的 


核酸 , IKI JTS ARO RU me Ag DRE (5- 甲 基 尿 喀 


啶 ) 、 磷 酸 和 一 种 彼 Levene 和 London”! 认为 是 股 氧 皮 糖 ,而 
Levene, Mikeska 和 Morrica 则 确定 为 腊 氧 核糖 的 糖 。 这 两 种 核 
酸 因而 分 别 叫做 核糖 枝 酸 和 脱氧 核糖 核酸 。 因 为 大 部 分 动物 来 源 
“的 核酸 类 似 从 胸腺 所 得 的 核酸 而 植物 来 源 的 核酸 类 似 从 酵母 而 来 ， 
的 核酸 ,因此 一 般 均 认 为 成 糖 核酸 具有 植物 的 特征 ,市 腊 氧 成 糖 核 


酸 则 具有 动物 碍 绫 的 特征 。 


但 是 这 样 的 区 分 永远 不 能 和 避 香 人 们 的 反对 ， 而 且 当 这 样 的 区 


“分 开始 时 ， 即 不 断 有 例外 的 发 现 。 它 的 不 准确 人 狂 的 有 力 证 明 来 自 


Brachet 2 fy HAL SEALE , Oaspersson?” Fr 4px ny HARA : | 


外 分 光 的 测定 以 及 Davidson 和 Waymouth®* fy Ami LAER HS 
ZIT So HLA RAY HOSE KD A BE EG HS A BT EL BS ps 
AUSF AC ABA) ke FAT Ey AY AB, PR OPER, — 


aes BBR 5 
: 

SNE AIL TE PO LAS ees , TT AEH LD 
FLA AUR RAEN Ty OER. LE PRE 
RET SR IP, OPAL BK 
URS, FREE HO EE ee Ee 


。 或 几乎 完全 存在 于 和 胞 核 中 。 


核酸 中 粳 的 鉴定 仅 严格 地 进行 过 几 次 。 到 目前 为 止 ， 从 核酸 


£ 


RSS ES HSBC D-eeiiA 2-I-D-eE EP, PEE 
, ANE fy eR Atty eae BE DRE, 但 从 层 析 


fy D- 核 糖 相 同 。 MU Io WR 4S BUG IESE EE EP WE SA 
BBE Dy 2-DAY , (LE RT tO EB SER 
， 源 所 得 到 的 脱氧 成 糖 枝 酸 中 的 糖 亦 与 2- 氧 -D- 核 糖 相 同 。 在 
“本 书 中 “ 友 粳 核酸， 与 “ 腊 氧 皮 粳 枝 酸 ， 将 作为 属 名 在 书 中 各 处 使 
”用 ,除非 在 个 别 的 地 方 涉及 某 些 特 殊 的 、 成 分 已 知 的 核酸 时 旭 不 采 
”用 此 属 名 。 : 
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can 


研 完 核酸 的 目的 和 许多 生物 化 学 研究 的 目的 相同 ， 是 将 提取 
出 来 的 核酸 的 化 学 辣 构 和 反应 性 能 与 它 在 生物 机 体 证 的 动能 联系 
起 求 。 高 分 子 量 和 烙 构 复杂 的 壮 胞 成 分 的 提取 必然 要 涉及 这 样 的 


Dil 


问题 : HIM SRE ES HARM hy 


同 。 合 乎 理想 的 提取 方法 必须 能 使 所 得 到 的 制备 物 在 每 一 点 上 都 
能 保持 它 在 原来 普 胞 中 的 烙 构 。 但 是 ,条 胞 中 的 核酸 总 是 和 蛋白 


”，” 质 烙 合 在 一 起 的 。 现 在 还 不 能 说 ， 究 竟 竹 胞 中 所 有 的 核酸 是 否 都 
以 核 蛋白 的 形式 存在 。 但 是 豪 无 疑 冯 ， 即 使 不 是 所 有 的 核酸 ,至 
少 是 大 部 分 的 核酸 是 以 具有 生物 活性 的 核 蛋 和 白 形 式 存在 。 和 核 蛋 
自 可 以 在 一 定 程度 上 以 不 发 生变 化 的 状态 彼 提 取出 来 ， 但 是 很 难 ， 

区 别 天 然 的 核 蛋 自 与 从 类 胞 中 同时 提取 出 来 的 蛋 自 质 和 核酸 所 形 

成 的 类 似 蛋 白质 核酸 盐 那 样 的 矫 作物 。 全 猎 采 用 过 许多 方法 从 蛋 
白质 中 分 离 出 核酸 。 但 是 ,不 葵 这 些 方法 是 温和 的 或 是 激烈 的 ,一 


个 事实 总 是 存在 , 即 翘 胞 中 的 核酸 车 使 是 和 蛋白 质 烙 合 在 一 起 , 则 


原来 和 蛋白 质 和 结合 的 基 团 将 被 释放 出 来 ， 并 且 很 可 能 有 引起 副 反 ” 


应 的 危险 。 


核酸 的 提取 还 因 缺 乏 对 它 在 站 胞 中 的 芙 正 功能 的 了 解 而 更 加 
复杂 起 来 。 核酸 和 多 种 蛋白 质 (例如 酶 和 抗体 等 ) 不 同 , EERE 


有 容易 衡量 的 生物 活 猎 ， 所 以 拟定 一 种 能 合 人 满意 的 核酸 提取 方 
法 的 标准 要 上 比 在 相似 的 情况 下 拟定 蛋 自 质 的 提取 方法 的 标准 困难 
得 多 , 因此 多 常 采用 很 多 随意 制定 的 标准 , 其 中 包括 化 学 分 析 、 分 
FRE SEO CC KE LE ESE, Ph NE ewe 
HER ADF HEHE MMA Lowe, HATER A 


a 引 OU . 
ee ea ee eT ae a 


DURES HH RAR S OE EAI: Bh 


总 的 核酸 制备 方法 还 没有 相对 的 标准 。 

Miescher™ , Altmann” +5 Kossel 和 Neumann™ 3 #) Ht BL 
SL A A, ll 45 FE EAR IE Re RR TAY, BAKE 

| ADI, FEVER ALBEE ARAN E HE. 这 个 假定 
至 今 被 公认 为 是 正确 的 ， 因 此 所 有 近代 的 制备 方法 都 尽 可 能 地 和 采 


用 最 温和 的 条 件 。 可 是 在 1899 年 Neumann 描述 了 一 个 改进 


Altmiann 法 的 方法 ,这 个 方法 包括 将 切 碎 的 生物 器 官 在 8 多 LAL 


2 蝎 型 方法 各。 因此 Levene 和 Bass St: “已 纸 消 除了 对 用 激烈 的 
:方法 从 蛋 自 质 中 分 离 核酸 的 传 葬 顾虑 ?。 


这 个 发 展 可 能 加 速 了 运用 有 机 化 学 中 的 古典 方法 以 研究 核酸 


的 水解 产物 ， 然 而 这 也 是 采 业 一 个 极端 错 弥 的 核酸 分 子 量 数值 的 
。 原因 。 因 此， 虽然 当时 Miescher 和 Kossel 可 能 都 已 烃 意 哉 到 核 
。 酸 的 复杂 性 质 及 其 五 大 分 子 烙 构 ， 而 后 来 的 工作 者 却 认为 核酸 的 

分 子 还 是 比较 小 的 。 这 个 见解 一 直 都 没有 被 怀疑 过 , 直到 重新 采 
。 用 温和 方法 制 取 核 酸 时 ， 核 酸 的 大 分 子 性 质 才 又 重新 被 人 们 
Vik. 


| SP RAMEY ORE BP SK. BEEN 

BAUS TE, ME BO HEIL, GAY DDL 
”状态 ， 或 不 以 固体 的 状态 稚 提 取出 来 。 其 次 是 使 核酸 与 蛋白 质 分 
宛 。 在 这 个 方法 中 ， 当 脱氧 友 糖 核酸 和 戊 糖 核酸 都 是 和 蛋白 质 精 
合 在 一 起 时 ， 戊 糖 核酸 与 胸 氧 戊 糖 核酸 的 分 离 是 根据 Mirsky 和 

”了 Pollisterm 所 描述 的 方法 ， 即 利用 这 两 种 核 蛋白 在 电解 质 溶液 中 
洲 解 度 的 显著 差别 来 进行 分 离 。 过 去 在 核酸 与 蛋白 质 分 离 后 用 以 

”分离 皮 糖 核酸 和 股 氧 成 糖 核酸 四 以 及 采用 强烈 献 剂 的 方法 ， 都 不 
能 合 人 满意 。 


化 钠 盗 液 中 进行 加 热 ,这 在 以 后 30 年 的 时 间 中 一 直 是 制备 核酸 的 


狂 胞 中 的 核酸 是 和 蛋 自 质 紧密 地 联 千 在 一 起 的 。 在 核酸 的 制 ， 
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Wi HEE Ss BEAL 


ERRAND, BDU 9 Ae Be 
Fo TARA EY 22 IEF DALE Oe Fs 
ESE BABE ARTF 5b — AH te EF Ak RS BE IO 
PT 1 Ae FS FF BE YOR? 9 = a ae 
PAPE AS 5 FT DFA 5 (LR fil OE SB) DS — A Hy He ,因为 有 
FAS 2 fi aie DE aE , FESR LSI UR VAY (LIM) ee eR ALE 
JLB Fab ag R080. 8rt0~82) | EE Pea eT Bk — ph bate pe 
AUR RE BRA AYE ER, | 

Fil ISSA SORE 2 ETE Il vi EJ Yes We fe BE By Fa = 
同 ， 可 以 使 这 种 核 蛋 白 和 戊 糖 核 蛋白 完全 分 离 。 ricktao eee 


地 探 夺 过 肌 氧 友 糖 核 蛋 白 在 不 同 省 度 的 氧化 钠 游 液 中 的 洲 解 度 间 


题 ， 他 指出 在 0.14W 氧化 钠 洲 液 (生理 盐水 ) 中 ， BEA BEY 


FR YA APB R RG ZEB AK Hh HPA BEN 19%, Tate 1M at rege 
溶液 中 , ENA Dopey 


FE 0.14M 氧化 钠 溶液 中 的 洲 解 度 最 低 。 相反 的 ,成 糖 核 蛋白 通常 
比 鼓 容易 溶解 ,尤其 是 能 够 在 0.14M 氧化 钠 溶液 中 洲 解 。 因 此 用 


0.14M 氧化 钠 溶液 洗涤 切 碎 的 粗 钠 可 以 使 用 有 氧 友 糖 核 蛋 自 与 上 


糖 核 蛋 自分 离 。、 
在 从 和 胞 中 提取 核 蛋白 时 ， 必须 防止 酶 降解 ; 著 是 不 可 能 防 


Ik, 至少 也 要 使 酶 降解 减少 到 可 以 忽 坑 的 程度 。 ABAD 


PAAR IHS SHO EZR, 在 提取 时 , 在 同一 洲 液 十 这 各 


酶 和 核 蛋白 都 以 游离 状态 存在 , 因此 有 可 能 相互 起 反应 。 为 了 藏 “ 


少 或 阻止 酶 的 作用 ,全 沟 提 出 过 许多 预防 的 方法 ， 例如 ,所 有 的 制 
备 过程 均 应 在 O°O 或 更 低温 度 下 进行 以 降低 酶 反应 的 速度 ; 通 沉 
代 要 加 入 酶 的 毒物 如 砷 酸 盐 "a PER 0 Sor Py py a ae ay 
如 乙 二 胺 四 乙酸 钠 等 以 进一步 抑制 酶 的 作用 。 

二 沟 强 调 过 ， 在 核酸 和 核 蛋白 的 提取 过 程 中 必须 避 巡 加 热 以 


eee 
_— 


脱氧 皮 糖 核 蛋白 的 提取 a 


及 使用 能 全 pH 显著 偏离 中 性 的 强烈 化 学 喜 漠 。 此外， 如 Ober 


pe 所 普 先 指出 的 ,也 要 如 锡 使 用 高 速 冬 碎 器 。 现 在 已 经 肯定 ， 
fe REPL SS ER CH AAR II) AA 


PIRI. SEMTE Ah POMS MALIN PAAR 


“的 后 果 。 但 是 , 为 了 打 碎 番 胞 , 似乎 仍 有 使 用 这 种 绞 碎 器 的 必要 ， 
但 使 用 的 时 间 应 尽 可 能 地 粹 短 。 


以 下 列举 丙种 典型 的 制备 方法 ,一 种 用 低 离子 强度 的 溶液 , 另 


”一 种 用 高 离子 强度 的 溶液 。 
sale 
SISA AMR HHS, 立即 冰冻 并 迅速 加 以 处 理 。 往 后 的 


”从 部 操作 均 须 在 4~6°C 的 冷 室 中 进行 。 将 每 份 50 g 的 胸腺 在 一 装 有 切 创 刀 ， 


。 乒 的 高 速 泥 和 器 中 与 50 ml 预先 调整 到 pH 7 的 ` 含 有 0.1 氯 化 纳 和 0.05M 
棒 楼 酸 钠 的 、 冰 瀹 的 混和 波 共 同 搞 碎 30 秒 钟 。 然 后 用 离心 机 在 2000g 下 转 
30 分 钟 , 弃 去 上 层 清 液 。 将 所 得 沉降 物 重新 悬 浑 在 100ml 同样 的 氧化 

俩 - 樟 檬 酸 钠 洲 液 中 , 再 进行 转 离 。 这 样 的 洗 洒 可 以 重复 进行 。 
。 为 了 除去 电解 质 , 将 沉降 物 重新 殉 分 悬 学 在 水 中 , 并 加 以 转 离 。 用 这 样 


| 


RR AEE TP Ut Mey WY AEN, 但 不 大 游 解 在 上 层 清 液 中 。 将 此 胶 状 
”沉降 物 在 高 速 混 和 器 中 与 250 ml 燕 饮水 (HHH) pH 7) 共同 拌和 15 H Fh, 
， 划 卑 震 过 夜 。 此 时 应 成 极 粘 笛 的 溶液 , 这 个 溶液 在 高 速 泥 和 器 中 括 拌 一 些 时 
天 后 ， 在 离心 机 中 在 2000 g THER 30 分 钟 。 然后 加 太 计算 量 的 毛 化 负 溶 
HE Gi 0.20) 使 水 溶液 的 省 度 相当 于 0.150 氯 化 纳 以 沉 洗 杷 蛋白 。 径 转 离 
| 30 分 钟 后 ， 将 沉 洗 出 的 核 蛋白 在 离心 机 中 用 0.150 氧化 纳 溶液 洗 潍 , 最 后 
| AA ELAR AKT. 
ABaT BEA kalsé Fa Reese 
FAS AR. FERRER a AE 4 ~ 6 °C Bye se 
BET. Ag 50 g 的 小 牛 胸腺 在 一 装 有 切 创 刀片 的 高 速 混 和 器 中 与 50ml 
BERS) pH 7 的 含有 0.1 氯 化 销 和 O.05M 樟 檬 酸 钠 的 冰冷 的 混合 液 
共同 拌和 30 PEE, ABO OLE 2000 g 下 圭 离 30 分 钟 , 弃 去 上 层 清 液 。 将 沉 
RED RET 100 ml 氧化 纳 - 梯 机 酸 钠 溶液 中 ， 再 加 以 转 离 ， 这 样 的 洗 滋 
可 以 重复 进行 。 


PME, A ABU RNR ASNT SI pH 7 的 燕 馆 水 50ml。 在 最 
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将 所 得 沉降 物 巧 将 于 100ml 0.15.M SLs Eee 15 
分 钟 ,再 加 10% BN RULSAVATE, OVATE HY SACS ERERGEI 6% . WE 247 


时 后 ， 将 所 得 的 粘 稠 溶液 用 粗 滤 器 过 滤 ， 浅 液 加 水 稀释 到 0.150, BRET 
Ho FA RSD PLESES 30 分 钟 ， 然后 收集 楼 蛋 白 沉 演 。 再 将 沉 洗 加 大 到 100 ml 
5% 氧化 人 溶液 中 ,并 在 高 速 混和 器 中 括 拌 15 秒 钟 ， 使 其 重新 洲 解 将 溢 液 “ 
稀释 到 0.15M, 使 沉 尝 再 析出 。 用 转 离 方法 收集 沉 演 ， 并 用 少量 东信 水 迅速 
洗 桨 一 次 。 如 果 需 要 干燥 的 制品 , 则 最 好 在 冷冻 状态 下 干燥 。 


上 壕 制 备 方法 及 其 改进 法 均 依 彼 应 用 于 从 多 种 粗 答 中 制 ie 


CREA. HbA he Aa, eA 


“FAS EAC ERIKA AEE (A, See 


所 的 制备 , SF Sal) 2 A Se Bn bad FP till FCB , 就 需要 用 不 同 的 方法 ， 例 
Ao FA Ra BIA Fe SE 
Doty 和 Zabay” @ Xt _b aA ee YE BY ll BL HE FT 


Sat, ER EA Aik ae BR BER PE, ， 
FEVA TP ARE SEE. HUT AeA A a “ 
是 : (1) REPRE AARNE FE 0.08% 以 上 , (2) 9 0.16M fe ， 


钠 溶液 或 乙醇 沉淀 核 蛋 自 ， 或 (3) 使 盐水 洗 过 的 沉降 物 在 水 中 与 


用 Doty 及 Zubay®” yy Bea w NZ ee ya 


Hives YS 20 g Seif. TRATION DBE, He +5 200 ml 47 FY pH 8 Ay 
0.075M Se {LAraves HAN 0.24 乙 二 胶 四 乙酸 钠 洲 液 及 几 渍 辛 醇 所 钥 成 的 上 
混合 液 在 高 速 绞 隘 器 中 打 成 匀 浆 (在 蒂 秩 时 先 以 一 个 转 速 开 动 分 外 然后“ 


再 用 仅 足 以 产生 提 拌 的 极 慢 速 度 再 携 拌 3 分 钟 )。 用 粗布 报 港 与 浆 ， 臣 流 以 
2000 再 /分 的 转速 畏 离 20 分钟。 再 将 沉降 物 放 在 同体 积 的 游 液 中 用 高 速 绞 “ 
碎 器 打 成 匀 浆 ( 慢 速 揽 择 3 分 钟 ) oO 如 前 再 用 离心 机 圭 离 ， 倾 册 上层 清流 。 重 


_ 浆 前 放 填 过 久 和 多 浆 得 太 慢 。 用 下 述 方 法 取得 的 \ 在 pH6.8 的 ， 
0.0007 PERRO HUE AYA DRE BAIT 


SEROPERAVENE 6 2. EAVES MED TeRERERS th 5 7AM, a 3 


WE, 起 和 初 用 50 ml 7k, PRENZE LAD SH PY IN7RBY 1 Ft. pietiaieips os 
Piast 1 hy, Aa Xt pH 6.8 的 0.0007 磷酸 钙 深 液 进 行 透 柏 。 


Doty 和 Zubay 主要 根据 颗粒 大 小 和 /了 比值 的 测定 ， 认为 


用 上 渡 方法 可 以 获得 染色 体 的 主要 结构 单位 ， 工 且 核 蛋 白 示 论 在 


EAE TEER Be AR 13 


那 _ 方 面 都 没有 改变 其 原 求 的 “天 然 ， 状态 。 但 是 ,这 种 方法 最 近 
人， 人 人 
液 的 存在 ， 疑 胶 的 形成 是 不 可 避 允 的 ， 而 这 种 现象 是 未 受 损伤 的 
腊 氧 友 糖 核 蛋 白 存在 的 特征 。 在 这 里 脱氧 成 糖 核酸 很 可 能 是 以 共 
。 bem 自 部 分 相连 ea。 因此 他 们 认为 Doty 和 Zubay 所 和 采用 
”的 制 取 方法 会 产生 一 种 由 几 种 租 分 所 和 成 的 复杂 愧 质 ,与 Minky 
和 Pollister™ 以 及 Mirsky 和 Ris®” 原先 所 获得 的 桨 色 体 并 无 区 
” 别 。 因 此 他 们 作出 这 样 的 推断 : Doty 和 Zubay 所 认为 他 们 的 方 
BAF Ui i ty EL AZ SC 


"ap 


| RSS ETE 
BETA OR, TE I 
所 用 的 溶液 都 必须 具有 接近 中 性 的 pH 值 。 因 此 提取 所 得 的 产物 
是 的 锁 夫 不是 于 的 术 本 这 伯 事 和 现 在 已 得 到 普 洒 的 夭 
。 认 ,虽然 这 样 的 制备 仍 常 彼 不 大 让 确 地 称 为 核酸 的 制备 。 提取 用 
RRR S K BAILA 2 RTH 
“杂质 ， 以 及 友 糖 核酸 和 无 机 盐 等 ; 一 般 而 言 , 在 所 用 的 方法 中 应 当 
， 只 采用 温和 的 试剂 。 此 外 象 上 面 所 改 的 ,加热 、 加 酸 、 加 碱 以 及 过 
人 


” 程 中 要 避 锡 加热， 而且 在 以 后 配制 供 物 理化 学 研究 用 的 溶液 时 也 . 


需要 如 名 加热, Hy Peacoke™! 全 指出 过 ， 在 110?0 TRATE | 
PER A SAAR MY AE Ht.. 
最 近 , 主 要 根据 Thomas™ JAA IESE EE EE ORE, 已 光明 
自在 低 江 度 的 核酸 盐 深 液 中 使 氧化 钠 或 其 他 中 性 无 机 盐 的 省 度 降 
(EB) 10-°M 以 下 时 ， Ma 
使 用 彻底 的 透析 使 觅 氧 友 精 核酸 溶液 中 的 氧化 钠 含量 降低 到 这 
限 值 以 下 的 做 法 必须 避 有 驶 。 
除非 用 极其 概略 的 间 法 ， 否 则 是 不 可 能 提出 一 个 满意 的 制备 
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方法 的 标准 。 因 此 虽然 已 沟 知 道 一 个 满意 的 制备 物 必 须 只 有 高 的 
PEER, 它 的 水 溶液 又 必须 具有 高 的 粘度 ,但 仍 无 法 提出 所 要 求 的 


准确 分 子 量 和 特性 粘 数 。 虽然 如 此 ， Ohargaffasl gin 出 一 个 有 用 
的 标准 , 工 已 成 功 地 为 好 几 个 实验 室 所 采用 。 这 就 是 在 pH7 时 含 


有 和 氧化 钠 (总 度 >10-31 ) 的 腊 氧 友 糖 核酸 的 洲 液 在 257 和 261 mp 


之 问 的 紫外 最 大 吸收 的 <(P) 值 必须 在 6600 F245 [ec\ 了 ) 表 示 每 克 


原子 磷 的 消光 系数 ] 。 


LS AALS BOL AP HE EA BR FY TES 
TED, ACEH (GUE REL) 以 干燥 固体 的 状 。 


态 , 或 更 好 地 以 溶液 的 形式 分 出 ,然后 再 除去 蛋白 质 而 提取 出 腹 氧 
友 久 核 酸 的 钠 盐 。 除 去 蛋白 质 的 主要 方法 共有 四 种 。 

Hammarsten 0! 提出 了 一 种 方法 ,以 后 Signer 和 Schwan- 
der 双 加 以 改进 。 在 这 个 方法 中 ， SRP RE Fi pete Ha, 
ACSA E AORN ED Fe LUE HR. 2 SEO RP ea 
esc # 这 个 方法 没有 被 广泛 采用 ， 可 能 是 因为 使 蛋白 质 沉淀 所 
需要 的 时 间 太 长 ,并 且 最 后 的 疲 量 看 白质 仍 不 易 除 尽 。 


Gulland、Jordan 和 Threl 便 ]lea 采用 了 Sevag’! 及 Sevag、 


Lackman 和 Smolens"5! PTW AYE 以 除去 任何 溶液 中 的 可 溶 : 济 
”性 蛋白 质 。 这 个 方法 是 将 含有 少量 去 泡沫 剂 ( 如 友 醇 ) 的 黎 液 与 氧 “ 2 


仿 或 四 氧化 碳 共同 的 振 。 这 样 就 产生 了 一 种 稳定 的 凝 胶 ， 而 蛋白 
RBI FES FL REBENCFERS LDL" LES Hie, 
AT WS Yes eth Bs Be & a ee 者 要 除去 所 有 的 蛋白 质 , BBE 


行 多 艾 这 样 的 乳化 作用 。 虽然 这 个 方法 存在 一 些 缺点 , 但 是 可 以 
得 到 没有 蛋白 质 的 胸 氧 友 糖 核酸 


现在 最 常用 的 方法 是 用 阴离子 型 去 污 剂 解 离 核 丐 自 揽 公吨 


二 村 使 蛋 自 质 沉淀 。1988 年 Sreenivasaya 和 Pirie 首先 采用 雪 


面 活性 物质 分 离 烟草 花 叶 病 毒 中 的 蛋 自 质 和 核酸 。 所 用 的 阴离子 


MTG AE Ee gh, Ll 后 在 1940 年 Bawden 和 Pirje!7l 双 
nie DY , 当 有 碱 存在 时 ， 硫酸 十 二 酯 钠 能 立 朗 使 核酸 从 几 种 病毒 的 蛋 
白质 中 分 2 但 是 在 1951 年 Marko 和 Butler5s) 及 Dounce_、 Sim- 


SS 
—_———— ee 


‘mons 和 Kay®” 提出 采用 硫酸 十 二 酯 钠 以 前 ， 这 个 方法 没有 被 发 、 
AHSAN HE. DL JG Dounce, Simmons 和 Kay 
| SAAR T WMA TE", WIL Dae TT BIZ 
HOR FH BAR iD — Bia SPs ee HE BAR I, (ELL BA 
BAO Ve 9 , BE A Ds 75 a EO 


这 种 方法 通常 能 产生 一 种 无 蛋白 质 的 制备 物 ， 虽 然 不 一 定常 常 如 


此 “。 如 能 接着 再 用 一 次 氯仿 -乳化 方法 , 则 更 能 保证 得 到 不 含有 
”有 蛋 自 质 的 制备 物 , 虽然 这 和 井 不 是 克 常 需要 如 此 (参见 下 面 )。 
最 后 一 种 方法 是 Butler 、Oonway 和 James! 所 用 的 酶 降解 
去 除 蛋白 质 的 方法 。 这 个 方法 除 在 Butler HY Seba SP bu Ft, 还 
| RAB ERA} 
Pike Oa TE. HATS HE HE Kay, Sim- 
_ mons 和 Dounce” 所 用 的 阴离子 型 去 污 剂 沉淀 蛋 和 白质 的 方法 , 因 
”为 经 欢 证 明 ， 这 个 方法 可 以 生成 一 种 没有 分 级 作用 或 很 少 分 级 作 
用 的 可 以 复制 的 腹 氧 友 糖 枝 酸 制品 。 井 且 它 还 有 一 个 优点 , 即 阴 离 
了 于 型 去 滞 剂 既 能 解 离 核 蛋 白 络 合 物 使 它 分 离 成 为 核酸 与 蛋白 质 ， 
”同时 又 能 使 蛋白 质 沉 证 。 至 于 其 他 方法 ,例如 氧 仿 - 凝 胶 方 法 , 这 
”似乎 是 只 有 丢 解 离 出 来 的 蛋白 质 才能 成 疑 胶 而 被 除去 ， 卉 且 为 了 
种 使 解 离 ,需要 有 高 江 度 的 氛 化 钠 溶液, 可 能 同时 还 需要 用 乙醇 来 


—— 


me es 


沉淀 核 蛋白 糙 合 物 。 DT ELMS STORING, AIOE 


胶 中 含有 核酸 。 


用 阴离子 型 去 活 剂 的 提取 方法 


将 50g 新 鲜 的 小 牛 胸腺 切 往 ,在 高 速 绞 碎 器 (Waring 攒 拌 器 ) 中 与 200ml 

多 准 的 含有 0.01W 柠檬 酸 钢 的 0.9% 氧化 钢 洲 液 共同 搬 拌 工分 钟 使 成 匀 浆 
(Kay, Simmons 和 Dounce!) HEHE HEHE 3 分 钟 ,但 为 了 避 如 降解 , 提 拌 的 时 

” 立 应 尽量 竹 短 )。 将 匀 浆 在 0"C 下 ,以 2500 转 / 分 的 转速 转 离 30 分 钟 ， 弃 去 
LEK. BUM Sate RRA Roa, AVS Dp he 
离 , FOREARM EA. VERRY A 1 Stk AY 0.9% SE 
SPA YC TE SERS PIT 1 Ph, POURRA KEE FEMA 90 ml 去 污 剂 
RE Gy: 100 ml 45% AE SOAR AREA Oe), NIM DIEEE. A TAE RR 


HR ERE RSA He R 15 


ee 


* a 六 se is +. , rae 
= ' car as 
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a 


SUE EESET FIZURE 3 小 时 。 ZEREPRREEH, RE AON | 
TREK. 


加 氢化 钠 55 g GEYEIE Th SUSAR BEZEY 1M, BORE OPAIIORG BE 


著 下 降 。 ARSUYE 5~10 分 钟 以 保证 氧化 钠 完全 洲 解 。 ULSAN EAT 


超过 这 个 限度 , AAR S ER GAT H 


将 溶液 在 室温 下 以 2500 转 / 分 的 转速 转 离 (或 在 更 高 的 转速 下 使 产生 更 “ 
澄清 的 上 层 液 ) 以 除去 蛋白 质 沉 降 物 。 加 乙醇 (95%) 于 上 层 清 液 中 并 同时 加 “ 
以 撑 拌 。 这 样 就 生成 一 种 高 度 凝 胶 状 的 沉淀 , 这 个 沉 兴 逐渐 失 水 变 成 白色 的 ， 
FEM, CTU, 挤 去 包含 在 沉 尘 中 的 上 层 液体 ， 
然后 用 95% 乙醇 将 沉 洽 洗 潍 三 区 , 再 用 丙酮 洗 潍 , 直 至 洗 滩 液 不 呈 混 波 为 止 。 “ 


将 粗 制 品 在 空气 中 于 燥 ,产量 狗 2g。 粗 制 品 中 含有 少量 蛋白 质 素 质 。 


在 室温 下 将 此 粗 制 品 悬 学 于 700 ml 燕 馈 水 中 并 快速 揽 拌 GS-2 小 时 ) 使 3. 


其 溶解 。 当 溶解 完全 后 ,加 去 污 剂 洲 液 63ml, HARE Lat. SILA 
45 g GEYSHRANSU CSIR BESS y TI 然后 以 13000 转 / 分 的 转速 转 离 至 少 工 小 
时 。 取 出 上 层 清 液 , 加 太 等 体积 的 95% 乙醇 使 腕 氧 戊 糖 权 酸 盐 析 出 ， 并 将 其 
洗涤 如 前 。 将 产物 放 在 700ml 燕 馆 水 中 ,在 室温 下 搬 择 工 小 时 使 再 游 解 。 加 


SALSA 6.3 g 使 游 液 的 氧化 钠 省 度 变 为 0.9% 。 在 这 个 溃 度 下 制备 物 下 的 任 ， 
(PERNA RAMS ED BEARER. HRW Ze ST 


FL) 13000 i/ RS Tobey, MRUMbSA35s, BERRA REE 


ERA) LM 再 在 提 拌 下 小 心 加 太 95% ZEEE ARERR TL 
出 。 所 产生 的 纤 礁 状 产 物 如 前 法 用 乙 栈 洗浴 ADP, 直到 琴 羡 洗 液 ” 


TATSA Ik, AURTEZE AUR TIRE 1.3~1.4 克 )。 


5 — Fi BE Dy IE EME ANIL PAB J EEE PIR ARCS RD A oe 
BRERA 9% CERAKLEH, SUED bE. A 


PARR A SSE ITS RH HP Le HES IR ERT AR FEM LM 所 化 


绍 洲 液 中 沉 演 出 时 , 则 这 种 沉 演 方 法 显得 特别 有 价值 。 


下 列 方 法 最 初 是 由 Gulland、jJordan 和 Threlfall'®” 在 极 2 x 


Bue PREAH (rH 54.5 kg 小 牛 胸腺 开始 ) 。 因 为 这 样 规模 的 制备 


ARGS, MATIC, RULE ALP ey 
法 。 这 个 方法 和 Chargaff” prong HAs 


用 湾 氧 化 纳 盗 波 提 取 的 方 革 ; 用 所 仿 - 凝 胶 方 革除 去 看 白质 加 


- 整个 操作 过 程 都 要 在 4°C 冷 室 中 进行 。 将 250g 新 鲜 小 牛 胸腺 切 碎 ,并 


ce. ae beat 


和 与 500 ml 含有 0.1X 氢化 钠 溶 液 和 0.057 perf et 


a 


PERRIER PEHE 1 Sp ShH MEV. VER KAY PH 必须 调节 到 6.8 与 7.0 之 


% “Hf. Ze 2500 转 / 分 的 转速 转 离 下 所 成 的 沉降 物 用 拨 化 纳 - 梯 榜 酸 纳 溶液 通 过 


， 制 成 匀 浆 的 方法 洗 潍 两 次 将 这样 处 理 的 组 织 有 尖 在 1250 ml 10% SU LSA 


， 液 中 制 成 匀 浆 ,这 时 溶液 的 粘度 显著 增加 。 在 提取 48 小 时 后 , 将 溶液 用 粗布 


4 =| 质 co， 54,65] 
F750 ¢ 小 千 胸腺 切 隆 ,并 与 1.5 升 含有 0.101 siCeaneiieRn 005m pe 汪 
 RRBRSIEC MLE UH AB TEREDERE HIT LAIR. 将 用 2500 转 / 分 的 转速 转 离 


HIE , F-7E Sharples 离心 机 中 以 20000 转 / 分 的 转速 转 离 ,使 溶液 澄清 。 将 澄 


清洲 液 加 入 到 工 .5 倍 体积 的 乙醇 中 , 使 杷 蛋白 烙 合 物 沈 出 。 沉 浣 用 转 离 证 法 
或 将 其 邦 粒 在 插 棒 上 收集 起 来 ,然后 再 依次 用 70% 和 95% CEB, Hos 
”在 芙 空中 干燥 。 


将 楼 蛋白 用 快速 携 拌 使 其 悬 活 于 2 Ft 10% BA L 钠 涛 波 中 。 NRA 


US SABER, By VBE Ae APPR RA 将 等 体积 的 毛 仿 - 
eR Ak (He 3:1 YEAS) Jn A BULA HELE RSE RS BPE 30 秒 钟 ， 
”使 成 匀 浆 ,再 用 2500 转 / 分 的 转速 转 离 。 MO LK, 重复 进行 此 项 去 除 


有 蛋白质 的 手续 ， 每 次 减少 氮 仿 -成 醇 混 合 液 的 用 量 ， 直到 在 水 -氯仿 的 界面 层 
申 波 有 凝 胶 为 止 。 这 样 的 操作 通常 需要 进行 8 一 12 次 。 将 上 层 清 液 加 到 两 


AEA 95% 乙醇 中 , 收集 所 得 的 沉淀 挤 去 水 分 , 然后 依次 用 70% , 90% 


乙醇 和 无 水 乙醇 洗 次 。 最 后 在 项 空 或 空气 中 干燥 。 


用 姬 氧化 铅 座 六 提取 的 方法 ; 用 氧化 纳 使 从 该 全 和 以 除去 看 


， 所 得 的 沉降 物 以 同样 的 方法 用 氧化 纳 - 榨 榜 酸 纳 溶液 再 洗 潍 两 次 。 将 这 样 处 
。 理 的 租 粹 悬 兆 在 2 升 10% 氨 化 钠 深 波 中 ,放置 48 TFA DE. HE 


ARTEL TREE A 10 倍 体积 的 水 中 ,并 在 离心 机 中 转 离 以 分 出 况 泛 。 将 


。 所 得 的 模 蛋 白 湾 解 于 5 Ft 10% 氮 化 钠 溶液 中 ,加 拨 化 纳 使 其 他 和 , 并 油 整 潜 


液 的 体积 使 达到 6 升 ,并 在 0°C “FRE 了 2~14 天 。 

Hye 1.5 升 含有 500g Celite 545" Ay RPP HpAy HAN LEAVE I A BIE 
DREAM, BEET, GEVTVEZE Hyflo-supercel** 的 帮助 下 用 燃 
烙 玻 璃 漏斗 ( 孔 达 No. 4) 吸 洪 。 将 站 液 透析 ,使 所 化 钠 的 溃 度 降低 到 I Ze 
右 ， 然 后 将 其 加 到 两 倍 体积 的 乙醇 中 以 沉 演 腊 氧 成 糖 楼 酸 俩 。 收 集 沉淀 ， He 


# 一 种 硅胶 助 焉 剂 ( 译 者 注 ) 
** 一 种 助 滤 剂 ( 译 者 注 ) 
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水 分 ,用 T0% ZIM EHUCK AE IRR INTNE 
FEB ZPFIR. 


WHT BBE SUE REA DWP EK, 24 bat 
NRE DIES ER Ae a, BURR Ze 1.8 FHKE 
+ RSX, 并 在 0°C FRB, STEROL PS. ZEEE TSB 
LEB PMA 20% SULEAK oul, HBB, AAS 
心 方法 将 其 集 取 , 用 1% BULORATAVENE DTI IK, FFG 500 ml 10% SU bsy 
VARA RS. IBS AMA, FPR AABN 5 TAOS 
溶液 中 。 在 0"C FBHE 3 天 后 , HITE Ay At ze Hyflo-supercel 的 帮助 
下 用 燃 千 玻璃 漏 污 ( 孔 率 No. 4) 如 前 法 吸 滤 。 


FA URSA SATE ITT 5 FA BULA IEDs 
Bg 
”将 500 g SRR) FOP, REE. “ARERR ATR 
PF 3 Ft 0.14 氧化 钠 洲 液 中 ， 并 在 高 速 粹 碎 器 中 携 拌 30 Poel a IR, 
静 置 过 夜 后 将 此 混和 物 以 2200 转 / 分 的 转速 转 离 40 分 钟 。 弃 去 上 层 清 液 。 将 


PRS RET 1 Ft 0.14 SCS PT RAK, FD 
SLE RTE PRET, SEAT ASIN TH RAG 90 分 钟 。 


将 沉淀 在 1.5 升 0.14 ASR PEER AR. FECES Fm 


- 20% RALSVAE 1.5 Ft, BBN, 将 溶液 的 pH 调节 到 7 了 .4~7.8, 然 


后 以 24 小 时 的 间隔 分 两 次 加 胰 乳 蛋白 酶 200 me, ZIMA 100mg, HV 
液 在 室温 下 静 置 过 夜 ， 然 后 用 粗布 过 滤 。 滤液 加 70% CE 9 i Se 
核酸 钠 沉 出 , 井 用 70% 乙醇 洗涤 。 

ULE TAS 3 升 蒸 馆 水 中 。 在 5*C 下 对 水 透析 一 星期 ， 每 天 换 水 一 
Ko WEN PAG LATS RPP, ERAGE ae JL. 
Ky HAG IS BAM Celite CE REMETE. ZEAE THEA dn aan ESP 
i 40 ml, 再 加 等 体积 的 98% ZARA. STS HERTIE AE 
10% CBRNE 3K, AKC 2K, MVE 2K, RRR 
BAC GREIF IR. 


Hh ARH Be , 

虽然 上 述 几 种 方法 只 需 稍 加 修改 或 不 加 修改 序 能 用 于 从 大 多 
数 哺乳 类 动物 组 役 中 提取 觅 氧 友 糖 核酸 钠 , 但 是 要 从 其 他 来 源 中 ， 
特别 是 从 微生物 、 病 毒 、 植 愧 胡 积 及 精子 等 提取 核酸 盐 时 , 就 需要 
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”特别 设计 的 技术 操作 。 

最 初 使 用 避 腕 使 制备 物 降解 的 方法 从 微生物 中 提取 出 来 的 肌 
SCS, i JR ER UH vp Ly Ek (ET PE I eH 
PRO, 5k LOIRE Ne MAS REY HE AE PRN HY LE 
FARIS VA TRA IE SHE He, A -RERHERE 
质 , 最 后 使 其 成 钙 盐 沉 出 。 还 有 斑 个 相似 的 方法 60 和 用 阴离子 型 
去 活 剂 吗 的 提取 方法 均 便 应 用 于 从 Hemophilus influenzae 中 提取 
出 具有 和 址 传 转移 活性 的 腊 氧 友 糖 核酸 。 


”虽然 在 这 些 方法 中 都 是 用 温和 的 洲 菌 方法 来 裂解 秋 胞 ， 但 大 


— 多数 微 生物 都 需要 与 玻璃 粉 共同 研磨 或 用 研磨 机 处 理 作为 提取 前 
TEAR, RAUL, 就 可 以 用 上 济 方法 中 的 一 种 
”或 将 上 迹 方法 稍 加 修改 后 来 进行 提取 @soro0。 一 个 满意 的 从 酵母 
条 胞 中 提取 肌 氧 友 糖 核酸 的 方法 就 是 这 样 做 的 cm。 
噬菌体 ， 特 别 是 以 偶数 衙 号 的 下 MIA, Se 
的 良好 来 源 。 它 可 用 提纯 的 噬菌体 来 制 取 "9。 提 纯 的 方法 是 将 噬 
” 昔 体 在 95% 乙醇 中 沉淀 后 ,重新 悬 尝 于 0.2M 氧化 钠 溶液 中 , 用 
” 氛 仿 -乳化 法 除去 变性 的 蛋白 质 。 最 初 三 次 乳化 时 用 纯净 的 氧 仿 ， 
随后 用 9:1 的 氛 优 - 辛 醇 混 和 物 作 为 乳化 剂 。 但 是 , 这 个 方法 除 用 
“于 从 噬菌体 中 提取 脱氧 成 糖 核酸 外 ， 很 少 用 于 从 病毒 中 提取 脱氧 
” 友 糖 核酸 。 ag 

SAAD PPE EE BR A He 9 Sz BEB EP HH 
PRAISE; 这 种 污染 在 提取 纯粹 的 核酸 的 工作 中 至 今 
还 是 一 个 不 可 克服 的 困难 。 虽 然 从 刍 和 海胆 精子 和 言 丸 中 提取 腊 
氧 友 糙 核酸 可 以 按照 标准 的 方法 进行 ， 但 从 哺乳 类 动物 的 精子 中 
” 制 取 腊 氧 友 糖 核酸 时 却 遇 到 意外 的 困难 。 除 非 先 进行 某 些 降解 处 
理 ,否则 就 不 可 能 用 湾 盐 溶液 从 哺乳 类 动物 精子 中 提取 出 核 蛋 和 白 。 
例如 ,要 从 人 类 精子 中 制 取 一 个 合 人 满意 的 高 聚 核酸 ,就 只 有 上 先 将 
腊 脂 的 人 类 精子 用 胰 蛋 白 酶 "9 (不 含 肌 氧 核糖 核酸 酶 ) 处 理 才能 
得 到 。 但 是 ,从 公牛 的 精子 中 制 取 高 聚 核酸 还 必须 先 用 能 使 核酸 发 
竺 降解 作用 的 毛 氧 化 钙 作 初步 提取 "9 。 
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各 种 脱氧 戌 糖 极 酸 钠 制 备 方 法 的 比较 


只 有 对 各 种 制备 物 溶液 的 性 质 进 行 条 车 的 物理 化 学 的 研究 之 
后 才 有 可 能 对 各 种 制备 方法 的 产品 作出 适当 的 比较 。 这 样 客 整 的 3 
”研究 还 没有 人 做 过 。 但 是 还 是 可 以 找到 一 些 有 关 前 三 种 制备 方法 
Ay Loe as MFRS, «Frick! 代用 Hammarsten 的 方法 ，Gul- 
land. Jordan 和 Threlfall WAH De Kay, Simmons 和 Dounce x 
FS Fa a ll BT 7S AP HBP SS REE SPE et oA SEPA, TIE 
些 制备 方法 只 做 过 定性 的 研究 ， 而 且 这 些 方法 的 价值 只 从 其 产量 ， 
Ai. Bin lk, Frick 还 是 断定 用 Hammarsten 的 方法 通常 会 
产生 一 种 混 有 有 蛋白质 的 制品 .从 Doty 和 Bunce” % Reichmann, _ 
Rice, Thomas 和 Doty"? 的 光 散 射 的 和 沉降 的 研究 ,以 及 Shooter — 
和 Butlerral 的 离心 分 级 研究 都 可 以 得 到 比较 有 用 的 和 定量 的 报 
道 。 用 氧 仿 - 凝 胶 方法 所 得 的 制品 其 分 子 量 比 用 上 gner(Haimnmar- 
sten) 或 Kay, Simmons 及 Dounce 的 方法 所 得 的 制品 的 分 子 量 
都 低 。 因 此 这 好 象 在 生成 凝 胶 时 发 生 了 一 些 降解 作用 。 用 8gner 
的 方法 与 用 Kay. Simmons 和 Dounce 的 方法 所 得 的 制品 其 分 子 ” 
量 很 相近 。 从 Shooter 和 Butler 的 分 级 太 宪 发 现 用 氯仿 - 凝 胶 方 、 4 

法 会 产生 显著 的 分 级 ， 而 用 ay、Simmons 和 Dounce 阴离子 型 ， 

去 污 剂 的 方法 则 得 到 一 种 具有 和 核 蛋 白 性 质 相似 的 脱 氟 友 糖 核 
酸 。 

因此 可 以 断定 现在 最 好 的 制备 方法 是 Kay Simmons 4 Do- 
unce Pr B MHS FA BAS Fe 15 HIRD BS YR A He, ae 
然 还 应 该 指出 ,到 目前 为 止 所 得 到 的 最 好 的 和 -射线 衍射 图 象 却 是 
用 Signer 方法 所 得 的 制品 。 ey | 

FESR He th EY RY ET ER 
质 。 这 种 沉淀 的 纤 锥 状态 通常 被 认为 是 制品 性 质 良 好 的 一 种 极 向 
;入 的 标志 ,因为 降解 了 的 制品 一 定 是 粉末 。 但 是 纤 蕉 状 的 制品 车 反 
复 用 燕 饮水 溶解 ,然后 再 用 乙醇 沉淀 ,也 可 使 其 转变 为 粉 未 cm。 当 
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” a yal hi 


DERE WIRE 21 


ee eanio aE 核酸 就 变 为 可 以 溶解 在 乙醇 中 ,而 车 
在 75"0 下 小 心 加 大 氧化 钠 于 它 的 异 丙 醇 溶液 中 , 则 可 使 核酸 成 粉 ， 
”未 状态 沉 出 。 这 时 产物 仍 具有 很 高 的 聚合 程度 ， 虽 然 仍 有 可 能 产 
年 一 些 如 Thomassa 所 述 的 那 种 类 型 的 不 可 着 转变 ， 因 为 它 全 猎 
”和 容 溶 解 在 低 于 10-3M 毛 化 钠 的 水 洲 液 中 。 
用 上 述 各 种 方法 制 得 的 脱氧 友 糖 核酸 钠 中 最 可 能 存在 的 杂质 
”是 友 糖 核酸 和 蛋白 质 。 在 这 些 杂 质 中 , 戊 糖 核酸 的 去 除 较 为 麻烦 。 
。 如 果 还 有 蛋白 质 存在 只 要 反复 采用 适当 的 去 除 蛋白 质 的 方法 序 
”可 将 其 除去 。 在 许多 动物 棚 答 中 , 友 糖 核酸 可 以 在 用 生理 盐水 作 初 ， 
es iret, HR IERT, Bilin WBA 
| Be 中 提取 核酸 时 , SESE AL AE” 中 提取 核酸 时 ,这 种 方法 就 
| 次 有 效果 ， 井 且 提 取出 来 的 制品 是 一 个 腹 氧 友 糖 核酸 和 友 糖 核酸 
”的 混合 物 , 因此 必须 采用 其 他 的 方法 来 分 离 它们 。 到 目前 为 止 还 
没有 闹 计 出 一 个 真正 完善 的 方法 ， 这 可 从 过 去 所 尝试 的 许多 方法 
” 中 看 出 。 它们 包括 : 用 冰 栈 酸 将 银 盐 分 级 沉 出 外; 将 钙 盐 分 级 沉 
7 Hy (71,81) « FE Yak {48> ,67， Ti). FFA SAY ee ,8i] 或 对 碱 透 析 5 ,83] 除去 
”核糖 核酸 ; 车 是 分 子 量 较 低 的 友 糖 核酸 ， 则 用 活性 炭 吸 收 人 s' 归 ; 以 
BARE PA ASHE TES 等 。 这 些 方法 很 少 不 受 到 批 
| 永 的 :分 级 方法 不 能 做 到 良好 的 分 离 ; 电 泳 法 很 费力 而 且 分 离 不 完 
是 人 至; 利用 核糖 核酸 酶 的 作用 会 产生 一 些 抗 酶 级 分 和 一 些 核糖 核 背 
” 酸 ,而 碱 会 使 腕 氧 成 糖 核酸 降解 到 某 种 程度 ,同时 会 使 皮 糖 核酸 水 
。 解 成 核 背 酸 。 最 后 两 种 方法 似乎 比较 最 为 满意 。 


成 糖 极 蛋 百 的 提取 


成 糖 核酸 比 脱 氧 友 糖 核酸 对 酸 、 碱 的 作用 更 不 稳定 ,因此 在 提 

“ 取 戊 糖 核酸 及 其 核 蛋 白 的 方法 中 都 同样 必须 只 能 采用 温和 的 起 
剂 。 过 去 所 采用 的 利用 酸 、 硕 的 方法 会 生成 降解 斑 物 ， 因此 将 
不 再 诗 论 。 
友 糖 核酸 在 和 胞 中 所 分 布 的 区 域 比 胸 氧 成 糙 核 酸 广 。 虽 然后 
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者 几乎 只 能 在 壮 胞 核 中 找到 而 前 者 则 在 灿 胞 质 和 锈 胞 核 内 都 有 。 
翔 胞 核 中 的 戊 糖 核酸 鸥 占 竹 胞 内 核酸 总 量 的 十 分 之 一 ea gg 
中 大 部 分 的 成 糖 核酸 是 以 核酸 - 脂 蛋 自 复 合 物 的 形式 存在 于 显 
往 必 物质 的 部 分 中 ,虽然 在 其 中 也 有 一部分 是 可 洲 人 性 友 糖 核 蛋 白 。 
PERL By LS HFT DLA ll We A HALAS HP Fe HS op 的 方法 分 
出 。 用 分 航 离 心 方法 分 离 粗 菱 匀 浆 时 会 产生 核酸 - HERA, 
PORDAS Tt FT DURE ALA AEB ED KGET, BRAG HE Iya 
有 可 溶性 核 蛋 白 和 颗粒 状 物质 的 混合 物 。 ais ¥ 
HAAR EOE ERR, ADE 
ELH 70a Be FY LSD Ap es th BER SS OLY Ti EL. | 

要 将 所 有 用 于 提取 友 糖 核 蛋白 的 方法 一 一 加 以 叙述 是 不 切实 
际 的 。 象 提取 股 氧 友 糖 核 蛋 日 一 样 , 没有 一 种 是 广泛 适用 的 方法 。 
因此 选 择 了 几 个 典型 的 制备 方法 叙述 如 下 : 

”用 0.14M StL NPAs ede ax By Ty JOT sa ee sn 

#5 900.8 AERO TIBE, PPLE 1.6 Ft 0.140 Sessa, Hofer 
EERE ET BD ASHI AMEE EE ILS, 然后 在 离心 机 中 转 离 .在 所 得 到 
的 租 带 凶 白色 的 上 层 清 液 中 加 10% REDE DH 至 4.2， 这 时 有 大 量 沉 
活 出 现 。 将 沉降 物 用 离心 方法 分 出 ,并 用 0.5 RLSM He, 继 用 水 尝 ， 
起色 洗 液 中 不 含有 氧 离子 为 止 。 再 将 沉降 物 悬 将 于 水 中 , 小 心 加 入 0.50 ge 
PRESSES. HTT TL AMEN ABLE 500 ml, 所 得 洲 液 在 离心 宙 中 以 
10000 转 / 分 的 转速 转 离 使 其 漆 清 ， 再 在 pH 4.2 -FpeyrpERe HS. 重复 这 种 手 
SAK. 将 最 后 所 得 的 溶液 对 水 进行 透析 ， 并 使 核 蛋 白 在 pH 4.9 下 沉 出 。 
所 得 沉淀 依次 用 70% CEMAKC NE, RE RARAS Pie, 

用 0.5 M 氯 化 钠 洲 液 洗 潍 的 目的 是 要 除去 含 在 第 一 次 沉 洗 中 的 脱氧 友 
HERA. Kerr 和 Seraidariantss) 指出 ， 若 使 这 些 腺 体 不 是 在 高 速 蒋 碎 器 
PIT RAD, Ti PEE PBL ep, ERS TETE FSU ESRI HE rR Spy 
RARE, UR AME PERT BS, 这 样 从 碳酸 氨 钠 洲 液 中 重 
BITES E BURA MDBE. 这 种 省 略 是 有 利 的 ， 因 为 在 这 个 操作 过 程 直 
TIME PEA ey pp es | 

Stanley's"! 原先 是 用 盐分 级 的 方法 提取 烟草 花 叶 病毒， 这 个 
方法 便 成 功 地 应 用 于 好 几 种 病毒 核 蛋 白 的 制 到 。 虽然 Hamoir 全 


: PRET A EI : 23 
RE HFG A 0 UL Ue BD ULER EA, 
ARE EPEAT IE PE HEI, MA BP EH — 
| ANA PI Markham 和 Smith” fy ers se Hote ME HE 
”了 到。 这 种 病毒 特别 合 人 感到 兴趣 , 因为 当 用 乙醇 使 蛋白 质变 性 时 
就 很 容易 得 到 其 中 所 含 的 友 糖 核酸， 并 且 还 因为 在 这 种 病毒 中 仿 
ABATED AR (22%) 。 | , 

SOWEE-FEA NHL PHI T SE, LOH IEE 
fb Brassica carinata A Pp bE Fh RR RE 
HE, AiR RE SOA EF EN — AE HL I, 
“通常 ,从 老 的 或 “ 硬 ， 的 植物 制 取 病 毒 比 从 正在 很 快 生长 的 ' 软 ?的 “ 
”和 精 虱 制 取 病 毒 可 以 得 到 更 高 的 产量 。 全 从 生长 于 露天 中 而 发 育 补 
阻 的 敬 戎 类 植物 中 制 取 病毒 ,每 升 计 液 中 病毒 的 产量 高 于 1g, 但 
从 花房 中 的 植物 制 取 病 毒 通常 产 棕 都 在 每 升 200~500 mg 之 问 。 
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PEAS ERATE IE ISLS RTS AC Hy EE PIE HE. A 
Fi FASE FAIRER, UGE 7K FPL HERB HE HH 
pH se HTE 5.7. ZEEE FRSSITHK 300 ml AYE PIPES AN 95% 乙醇 于 
着 液 申 使 其 澄清 。 所 加 大 乙醇 的 量 差不多 达到 临界 值 ， 因 此 必须 小 心 量 取 。 
这 时 所 形成 的 大 量 沉 尘 应 立 序 放 在 离心 机 中 用 低速 (3500 转 / 分 ) 转 离 15 
分 钟 。 取 相当 于 澄清 汁液 一 个 体积 的 包 和 硫酸 钞 洲 液 加 到 上 层 清 液 中 将 其 
BE, 最 好 过 夜 。 几 小 时 后 在 溶液 中 就 出 现 大 量 的 租 小 的 八 面体 精 晶 ,并且 
ATE MA; 同时 还 可 以 看 到 许多 具有 高 度 折 光 能 力 的 双 折 射 唱 
” 体 。 这 些 晶体 是 无 机 盐 , 随 后 应 将 其 除去 。 

用 离心 方法 以 3500 转 / 分 的 转速 转 离 30 分 钟 ,收集 精 晶 沉淀 , 但 上 层 清 
液 在 肯 置 一 两 天 后 往往 会 析出 第 二 批 千 唱 ， 因 此 应 将 其 保存 。 此 外 ,要 将 所 
有 的 四 小 烙 晶 都 用 离心 方法 分 离 极为 困难 , 因为 这 些 直 小 的 精 唱 在 溶液 中 不 
很 紧密 , 因而 析出 很 慢 。 将 含有 病毒 和 许多 不 溶解 物质 的 车 晶 沉 演 再 悬 海 在 
少量 的 水 中 ( 原 汗 液体 积 的 TV/10 至 也 多 或 柳 冲 溶液 中 ,然后 再 放 在 离心 机 中 
塌 离 以 除去 不 溶解 物质 。 这 种 使 病毒 沉 屿 、 继 以 重新 将 车 唱 溶解 、 然 后 再 放 在 
离心 机 中 转 离 以 除去 四 胞 碎片 的 手续 需要 反复 进行 儿 次 。 在 顺利 的 情况 下 ， 
在 这 个 阶段 所 制备 的 病毒 已 相当 炖 次 。 
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有 好 几 种 方法 可 以 用 于 进一步 的 存 化 。 现 在 所 用 的 方法 是 用 胰 蛋 白 酶 


将 病毒 消化 ,然后 用 市 售 的 胰 诅 出 液 (10 mg/ml) 处 理 , 再 加 几 消 毛 仿 作 防 腐 
Fl, 在 保温 箱 中 保温 几 小 时 , 即 可 将 一 些 杂 质 除 去 。 将 病毒 重 知 撮 儿 次 后 可 
将 所 含 的 酶 除去 。. 
提 炖 的 病毒 常 合 有 棕色 色素 ， 这 可 以 在 病毒 在 稀 乙 醇 深 液 中 糙 品 时 除 
去 。 将 含有 锡 5 mgyml 的 病毒 和 痕 量 毛 化 钠 的 游 液 渝 却 到 O°C, AEE TR 


IMA 0.25~0.30 体积 的 无 水 乙醇 。 当 乏 清 加 入 由 20 ml 无 水 乙醇， 10 ml | 
冰 醋 酸 然后 用 水 稀释 至 100 ml 配 成 的 游 波 时 ， 病 毒 洲 液 即 变 为 混浊 。 车 使 ， 


将 此 溶液 加 热 ， 混浊 即行 消失 。 若 使 将 此 洲 液 在 0°C 下 甫 置 儿 小 时 ， 则 病毒 


成 粗 小 的 、. 具 有 双 折射 的 针 状 精 唱 析出 。 在 冷却 下 用 离心 方法 将 这 些 精 晶 分 “ 


出 (这 些 灶 晶 在 初生 成 时 ,可 以 在 室温 下 洲 解 )。 也 可 以 将 溢 液 在 1*C 下 孝 置 
几 天 ; 此 时 郎 可 看 到 大 量 精 日 附着 在 容器 底部 , 于 是 母液 可 以 很 窜 易 地 倾 出 。 
将 所 得 辕 晶 溶解 在 0.1M 磷酸 级 二 钠 深 液 或 中 性 番 冲 液 中 ， 因为 车 用 清水 洲 
解 会 产生 混 直 的 悬 郊 流 。 此 时 含有 不 洲 解 的 带 有 色素 的 物质 ， 可 以 用 离心 广 
法 以 5000 转 / 分 的 转速 转 离 除去 。 
SB tk TAAL A RR 
BO, AEE op HE, 


BRENT TE 


ee eee ee ee 


We Hata 


并 将 其 在 一 12"C Fk. MWILA TORE. PRT 
3% 重 量 的 磷酸 氮 二 钙 配 成 省 度 为 5095 HAE SIH REA. QS 
从 这 个 痊 却 的 \ 但 已 充分 融化 的 浆 块 中 梯 出 汁液 。 将 汁液 用 Celite SHIRDIEE 、 


去 粗 红 粒 的 生 色色 素 和 外 来 杂质 , 并 在 离心 机 中 以 20000 ~ 30000 i /4p Aye 


速 转 离 30 分 钟 。 这 时 病毒 形成 小 团 块 沉 出 。 蛮 去 实际 上 已 不 含 病毒 的 王 层 清 


液 。 将 小 团 块 病毒 洲 于 少量 燕 馆 水 中 。 合 并 病毒 小 团 块 溶液 , 在 角 式 离心 机 中 


以 3000 转 /分 的 转速 转 离 30 分钟 以 除去 炮 色 色素 和 不 溶性 胶体 物质 。 将 此 售 “ | 


ARNE RM AES DAWEH. =e BIB 
AE SAI HT RK, ARASH F, RBS ee Oe 
离 所 得 的 病毒 小 团 块 游 于 0.1 调节 至 pH 7 ABREU BS 


燕 馆 水 溶解 后 两 欢 用 高 速 转 离 所 得 的 病毒 小 团 基 ,可 以 使 病毒 中 的 炮 色 色素 


愤 好 地 得 到 分 离 。 所 有 用 作 元 素 分 析 的 制品 都 应 当 对 流动 的 燕 馆 水 透析 48 
小 时 ,以 进行 进一步 的 提 钝 。 每 升 着 液 中 的 纯化 病毒 小 团 块 产量 为 0.1~0.4gs 


De REA ER ANS He AR 25 


Dee AR HY be HR 


AREA DE HT ER TBO A Ze _L U 
| HORS FRET BER DARED, WHS ASE IA Ae 


核酸 特别 丰富 的 酵母 中 制 取 。 但 是 ， 要 提取 友 糖 核酸 必须 先 使 酵 ， 


。 母 的 竹 胞 壁 破裂 。 在 过 去 一 般 所 用 的 方法 中 常 采用 碱 溶液 , 因此 
无怪 所 得 的 制品 通常 都 具 低 的 分 子 量 。 近 来 便 发展 了 几 种 温和 的 
“入 法 以 制 取 聚 合 度 较 高 的 核酸 。 但 是 , 戊 糖 核酸 的 解 聚 不 仅 可 以 
， 在 用 化 学 哉 剂 提取 过 程 中 产生 ， 同 时 也 可 在 用 酶 提取 的 过 程 中 产 


， 下 ， 因 为 解 聚 酶 一 “核糖 核酸 酶 通常 总 是 和 核酸 共同 存在 的 。 在 


。 用 温和 的 步 又 代替 剧烈 的 化 学 方法 时 ， 必 须 注意 到 酶 降解 的 机 会 
下 会 增加。 Bacher 和 Allen ”全 确切 地 疙 明 过 在 皮 粮 核酸 的 提 
取 过 程 中 会 发 生 酶 降解 。 


Olarke 和 8Schryverc9l ja 3¢ By FH Hy DL 10% Pea 溶液 在 es 
- 60~ 80°C F 42 I OF RE A IE NS EA HP A De RT 


_ Davidson 和 Waymouth"” ”应 用 以 提取 羊 肝 中 的 友 糖 核酸 。 以 后 
。 Oharga 人 及 其 同 工 者 ”修改 了 这 个 方法 并 用 以 提取 各 种 动物 的 夺 
” 中 及 面包 酵母 中 的 戊 糖 核酸 。 
Volsn 和 Carter” 叙述 了 从 动物 粗 积 中 制 取 戊 糖 核酸 的 一 
1 般 方法 。 在 这 个 方法 中 利用 了 蛋白 质 可 以 溶解 在 2M 盐酸 有 溶液 
， 让 而 友 糖 核酸 则 在 准时 从 这 个 洲 液 中 沉 出 的 性 质 。 Grinnan 和 
Niosherdoo 双 改 进 了 他 们 的 方法 。 已 沟 成 功 地 用 作 股 氧 友 糖 核酸 
”的 制备 的 阴离子 型 去 污 剂 沉淀 核 蛋白 溶液 中 的 蛋 自 质 的 方法 便 
“ 航 Kay 和 Dounce™™ 上 发展 为 从 动物 钥 稚 中 制 取 戊 糖 核酸 的 通用 
”证 法 。 从 酵母 提取 友 糖 核酸 从 有 困难 ， 因 为 要 提取 这 个 核酸 必须 
Se Ae AM ETE, Orestfield, Smith 和 Allendoa DUG Davis 和 
A]lenttoal BY 3+ T —T HE DORN HUE, TEE 
HARUN VA Oe, FS SURE RSA, | 应 用 
这 个 方法 提取 时 ， 则 生成 一 种 表面 上 看 来 是 高 分 子 量 的 白色 而 坚 


人 
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韧 的 纤 礁 状 物质 , 它 的 产 率 相当 于 酵母 中 友 粳 核酸 的 60~70 % 
最 近 信 有 人 报道 一 个 用 葵 酚 溶液 从 粗 徐 和 烟草 花 叶 病毒 中 提 
取 友 糖 核酸 的 新 方法 ol 。 这 个 方法 似乎 具有 能 够 抑制 核糖 核 “ 
′ 酸 酶 作用 的 优点 ,因而 产生 了 高 聚合 度 的 产物 ,同时 也 具有 能 够 在 
提取 过 程 中 使 蛋白 质 和 觅 氧 成 糖 核酸 完全 除去 的 优点 。 应 用 这 个 
方法 所 遇 到 的 唯一 困难 似乎 在 于 多 糖 的 完全 除去 。 
信纸 用 过 各 种 各 样 的 方法 从 植物 病毒 中 提取 友 粳 核酸。 从 某 


几 种 病毒 中 分 离 蛋 白质 似乎 比 从 其 他 病毒 中 容易 。 Cohen 和 Stan- 
ley 在 研究 烟草 花 叶 病毒 的 核酸 时 ， 用 加 热 的 方法 使 蛋 自 质变 


性 ,因而 使 其 变 为 不 溶解 。Dorner 和 Knight 入 对 各 种 共 植 物 
病毒 中 制 取 友 糖 核酸 的 方法 进行 了 系统 的 研究 。 对 番茄 铸 从 病毒 
所 试用 过 的 方法 中 包括 酸 、 碱 、 醇 、 去 污 剂 、 蛋 自 水 解 酶 、 声波 振 
动 .加 热 和 冷却 、. 盐 、 丁 醇和 和 氧 仿 、 盐 酸 有 以 及 在 低温 下 的 痊 凝 气体 
等 处 理 的 办 法 。 只 有 两 种 方法 能 得 到 合理 的 产量 。 一 种 是 反复 冷 
冻 和 融化 60 次 ， 继 用 盐 析 方 法 使 蛋白 质 沉 出 。 另 一 种 是 在 100"0 
_ 下 用 硫酸 十 二 酯 钠 (Duponol O) 处 理 ， 然 后 再 用 盐 析 使 蛋 自 质 沉 
出 。 冷冻 后 继 以 融化 的 方法 所 生成 的 产物 非常 不 均一 , Bi 
不 用 。 用 硫酸 十 二 酯 钠 的 方法 所 得 的 糙 果 相当 满意 。 Dorner 和 


Knight 认为 Bawden 和 Pirie” 所 令 述 的 一 种 相似 的 、 但 条 用 低 


温 的 方法 并 不 适用 。 在 室温 下 加 乙醇 使 溶液 浸 度 达到 83% 可 以 


PEACE RACE SESE! POL Te 
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Be BH Ne MAY We IES REI Aw eos 
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HE WL ML ARH EA 


J RDI NBL Sa Ae NRA RA 

AME PRP PEI DORR AE: CL) 将 脱氧 成 糖 配 酸 以 核酸 - 
蛋白 质 复 合 物 的 形式 除去 ，(2) 从 2M Hh WR ON Ye Hb OE RAR TH, 
而 大 量 的 蛋白 质 仍 洲 解 在 此 溶液 中 ，(3) FSR OG REG ade — 2 BE 
BR 


~~ i aa ae, 


成 糖 核酸 钠 的 提取 Ey: 


SRT) HT, DU EELAUH 3 倍 体积 调整 到 DH 6.8 的 

0.15M 毛 化 绩 -0.02M 磷酸 盐 枫 冲 溶液 与 之 混和 ， 井 在 高 速 绞 碎 器 中 攒 拌 
6 一 8 分 钟 制 成 匀 浆 。 同时 加 辛 醇 数 消 以 减少 泡沫 的 生成 。 所 成 的 匀 浆 放 在 
离心 机 中 在 3000 g FREES 30 分 钟 。 此 时 实际 上 所 有 的 腕 氧 戌 糖 酌 酸 都 以 不 
湾 解 的 核酸 -蛋白 质 复合 物 形式 除去 。 

在 迅速 摄 拌 下 将 固体 盐酸 肽 加 到 上 层 清 液 中 , 使 旗 度 变 为 2 。 所 得 的 
洲 液 在 38"C 下 都 置 30 分 钟 ,然后 在 OCC 下 冷却 工 小 时 。 在 这 些 条 件 下 , 粗 
楼 提取 液 中 大 部 分 的 蛋白 质 仍 溶解 在 溶液 中 ,同时 有 胶 状 帝 演 生成 ,其 中 含有 
成 糖 杷 酸 和 少量 蛋白 质 。 HUE pH6.8 yee 
的 2M 盐酸 有 冷 溶液 洗 洒 两 次 。 这 样 可 除去 存留 在 省 盐酸 甩 溶 液 中 的 任何 胸 
| BUR. 将 沉 演 悬 兆 在 2M 盐酸 有 洲 液 中 (每 克 原 粗 积 用 工 体积 )， 然 
后 用 氧 仿 - 尘 醇 (5:1) # Sevag, Lackman 和 Smolens 的 方法 95 提取 以 除去 
”和 蛋 自 质 杂 质 。 将 着 活 在 盐酸 肌 洲 液 中 的 桶 酸 加 到 等 体积 的 氯仿 - 辛 醇 混 合 液 
中 加热 到 40"C, 并 用 机 械 接 振 30 分 钟 ,然后 将 其 放 在 离心 机 中 转 离 。 分 出 
含有 杷 酸 的 上 层 水 溶液 。 再 用 新 鲜 的 氯仿 - 辛 醇 混 合 液 提 取 两 次 。 

这 些 提取 手 炉 必须 在 40°C 下 进行 ， 因 为 在 冷却 的 情况 下 或 在 毛 化 钠 溶 
液 申 或 水 洲 液 中 提取 时 , 杷 酸 和 蛋白 质 的 分 离 都 不 完全 。 用 醋酸 调节 溶液 的 
pH 至 4.2~4.5 后 再 加 两 倍 体积 的 冷 乙醇 就 可 以 使 杷 酸 从 冷 的 盐酸 有 洲 
WORTH. 将 沉 出 的 白色 架 状 戊 糖 棚 酸 在 离心 机 中 圭 离 ， 并 用 70% 乙醇 洗 
” 潍 两 次 ， 然 后 再 将 此 沉 演 游 解 在 水 中 ， 小 心 用 氢 氧 化 钠 稀 洲 液 泣 节 pH 至 
6.8, 再 用 转 离 方法 除去 任何 不 溶解 的 变性 蛋白 质 。 为 提 炖 核酸 ,可 以 加 工 了 
氧化 绩 游 液 使 最 后 的 氧化 钠 猎 度 变 为 0.05M， 再 加 两 体积 乙醇 使 成 糖 核酸 
SAYIN. HAST DIA 70% 乙醇 洗 滩 两 次 。 

另 一 个 可 以 阻止 任何 核酸 酶 作用 的 方法 是 按 每 克 钥 织 以 3 倍 体积 的 
2.5M he Maar SRA, FED RS. DURAN BH BN Be ah 
WHT. MARA ER RAR SES ey OM MAYS 
WME , DURA UE AIR EAI 


: Kay 和 Dounce™™ 批判 了 Volkin 和 Carter®” 的 方法 。 因 

为 在 这 个 方法 中 虽然 用 盐酸 股 分 离 了 核酸 和 和 蛋白质 ， 仍 需 再 用 氧 
优 = 凝 胶 方 法 作 进 一 步 的 提纯 。 因 此 他 们 设计 了 下 述 方法 ,他们 认 
为 用 这 个 方 法 可 以 得 到 不 含有 可 检 出 的 蛋白 质 的 高 聚合 度 的 友 糖 
核酸 。 


’ + Uwe yr om» i | 
Pa ae WA oo a 3 gs ee 
ora Ae a 


28 ”第 二 章 核酸 的 提取 . 


用 硫酸 十 二 酯 仙人 从 哺乳 类 动物 的 组 积 中 提取 忆 糖 护 酸 俩 ” 

将 50 g 新 鲜 冷 冻 的 组 织 切 成 小 块 ,用 200ml1 含 有 0.9% 毛 化 绩 和 0.1 
樟 榜 酸 钠 的 混合 冷 洲 液 将 其 混和 ， 并 在 高 速 蒋 碎 器 (Waring 拌和 器 ) 中 在 
0~3°C 下 攒 择 5 分 钟 制 成 匀 浆 。 将 匀 浆 放 在 离心 机 内 在 0~3"C 下 以 2500 — 
转 / 分 的 转速 转 离 30 分 钟 ， DURST OR Ee, 
再 在 冷却 下 以 2500 转 / 分 的 转速 转 离 , 以 便 进一步 除去 任何 剩余 的 脱氧 成 糖 
核 蛋白 。 将 上 层 清 液 借 出 ,在 冷却 和 攒 拌 下 加 大足 量 的 LN 盐酸 , CEPR pH 
降 至 4.5。 PRA RADE ELBE LEMS HT FDI 2500 转 / 分 的 转速 转 高 全 分 钟 。 奔 
LBA. THES RELAY 0.9% 氯 化 钢 洲 液 混和 使 总 体积 达到 
100 ml, ZEMEE Fim A 9 ml 5% 炖 次 硫酸 十 二 酯 钠 的 乙醇 (人 5%) EIR. 


10% 氛 氧 化 钠 深 波 小 心 绥 纵 加 到 此 混合 液 中 以 提高 其 pH 到 7 然后 继续 揽 


拌 3 小 时 。 再 加 大足 量 的 固体 所 化 钠 使 洲 液 的 氯 化 钠 滤 度 变 为 TY 。 将 所 成 
的 略 带 粘 稠 的 洲 波 在 Servall 离心 机 中 以 14000 转 / 分 的 转速 转 离 -30 分 钟 。 
倾 出 上 层 清 液 ,加 太 两 倍 体 积 的 95% 乙醇 使 核酸 沉 出 。 将 生成 的 白色 架 状 沉 
演 在 离心 机 中 转 离 ,会 欢 用 乙醇 和 丙酮 洗 潍 , 并 在 空气 中 于 燥 。 

将 此 干燥 物质 游 解 于 100 ml 水 中 ， 在 括 拌 下 加 大 9 ml 硫酸 十 二 酯 钠 溶 
i, 井 在 室温 下 括 拌 2 小 时 。 加 入 足 量 的 固体 拨 化 纳 使 洲 液 的 氧化 锁 溃 度 达 
Si) 1M, 将 此 游 液 以 14000 转 / 分 的 转速 转 离 30 分 钟 。 倾 出 上 层 清 液 , 然 后 加 
APR RUZ EE BE. CHAT RAS GRR BEE BH b> BL HB 
GS kA, FESR PPR 

将 上 面 所 得 白色 粉 未 游 解 在 30 ml 水 中 ,并 次 却 到 OCC 左右 。 加 大 固体 ” 
毛 化 钠 使 游 液 变 为 0.9% 。 小 心 加 入 0.1N 盐酸 使 PH EB) 4.5, ZEAE 
HEV) 14000 转 / 分 的 转速 转 离 上 小 时 。 倾 上 层 清 液 于 一 烧杯 中 , 杯 中 含 足 
RAIA See SLE EE RIM, SULA Ea 
溶液 仍 渝 时， 小 心 加 入 0.1N 氮 氧 化 钠 溶液 使 PE HSE 7.0, IBIS RR 


的 95% 乙醇 使 核酸 以 钠 盐 的 形式 沉 壮 出 来 。 用 离心 人 cota 23 


PARA CAPAC BOREL AFR. 
最 后 所 得 的 产物 为 白色 粉末 , 容易 溶解 在 水 中 生成 澄清 洲 液 。 用 此 法 从 


850 g《〈 湿 重 ) 鼠 肝 中 所 得 的 产物 多 为 200 mg (FE), 相当 于 粗 积 中 成 糖 权 酸 
含量 的 50% 。 


用 苯酚 从 哺乳 类 动物 的 组 积 中 提取 戊 糖 护 酸 钠 ”o9 Bae hc. 
FEST AUER BCR EP EEE 60 秒 钟 制 成 匀 浆 。 所 得 与 浆 用 布 拱 ， 
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”漏斗 过 污 以 除去 纤 厅 状 粗 秩 。 在 搅拌 下 迅速 加 入 等 体积 的 90% SEMIS 
液 (W/V) 。 继 绫 括 拌 工 小 时 ， 然 后 在 0°C 下 以 1750 转 / 分 的 转速 转 宛 工 小 
时。 此 时 离心 管 中 的 液体 分 为 两 层 。 上 层 水 洲 液 含 全 部 的 成 糖 权 酸 和 多 糖 ， 
下层 酚 液 含 腕 氧 戊 糖 核酸 和 和 蛋白质。 不 溶解 的 蛋白 质 留 在 酚 - 水 闻 的 分 界 层 


feo HUME, KREG, ISTEP 


RPGRANUE BE 2%, FEANPG ABN. OR EBERT RAY 
PETERS DBL DL 1750 we /Sp HHS 20 分 钟 ， 用 乙醇 -水 (3: 了 洗 潍 一 
卖 , 然 后 将 其 洲 解 在 25~ 100 ml 水 中 。 所 含 的 乙醇 可 以 在 旋转 蒸发 器 中 蒸发 
除去 或 用 乙醚 洗 潍 ,然后 用 氮气 流 驱 除 水 中 梨 余 的 乙醚 。 

将 此 澄清 溶液 与 等 体积 的 2.5 磷酸 氨 二 钾 (KsHPO)， 0.05 体积 的 
83.3% 磷酸 和 工 体积 的 2- 甲 氧 基 乙醇 ( 重 燕 馆 过 的 ) 相 混和 。 BSED 
和 机 中 畏 离 使 下 层 该 体 速 同 任何 不 洲 解 的 物质 和 上 层 分 开 。 将 下 层 液 体 用 从 
”和 四 和 氧 基 乙醇 -水 -2.51 GREG & — GA-33.3e 磷酸 (HE 1:1:1:0.05 体积 比 
例 ) 混 和 所 成 的 上 层 液 洗 潍 一 次 。 合 并 的 上 层 液体 中 含有 所 有 的 戊 糖 核酸 。 如 
遇 有 任何 不 溶解 物质 ， 可 在 用 聚 乙烯 (Polythene) 制 成 的 离心 管 中 以 10000g 
塌 离 工 小 时 。 将 上 层 清 液 合并 ,加 甲 基数 滴 , 并 对 水 (2 升 ) 透 析 。 透 析 时 至 少 
” 换 水 四 区 。 必 要 时 可 将 透析 袋 内 的 内 容 物 在 离心 机 中 转 离 。 加 醋酸 钙 使 栈 
酸 钙 的 江 庆 达到 2%%， 再 加 两 倍 体积 的 乙醇 使 友 糖 核酸 沉 壮 出来， 并 放 在 离 
臣 机 中 畦 离 以 收集 所 生成 的 沉 演 。 用 乙醇 -水 (3: 卫 洗涤 2 一 3 区 ， 在 贰 空中 
FRR AUCIOEF IR. 产物 含水 网 12% 。 产 量 为 40~650 mg/100 g RIF. 


下 面 所 述 的 是 .Orestfield、 Smith 和 Allen™! 专 为 在 提取 过 
程 中 避免 酶 降解 而 襄 计 的 方法 。 他 们 认为 提取 所 得 的 产物 和 其 他 
“ 粹 品 有 显著 的 差别 ,而 且 看 来 比 它 们 优越 。 


从 酵母 中 制 取 核 糖 核酸 9o2 

取 一 容量 为 4 升 的 有 盖 炒 杯 , HE LAP, A IRE HBL 
拌 器 的 斤 棒 。 将 500 ml 含 29 硫酸 十 二 酯 钠 、4.5% 乙醇 、0.01253 磷酸 二 
氧 俩 和 0.01252 磷酸 氨 二 人 钠 的 混合 液 (pH 6.5~6.7) 放 在 烧杯 中 ， 在 斤 拌 
PRA. BME, TERT TH 150 g 切 成 极 小 块 的 酵母 加 到 此 
沸 脆 的 溶液 中 , 立即 加 盖 以 防止 水 分 燕 发 。 在 酵母 加 太后 光 液 的 温度 狗 为 
83~87°C, ABNER: 工分 钟 ， 然 后 将 烧杯 及 其 内 容 物 移 到 沸水 浴 中 
放 置 2 分 钟 以 防止 生成 过 多 的 泡 计 。 洲 液 在 移 到 水 浴 中 时 ， 其 温度 为 92~ 
94°C 。 在 水 浴 中 加 热 2 分 钟 后 , 将 烧杯 内 容 物 倾 丰 一 浸 在 于 冰 - 湾 纤 剂 (Cel- 
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losolve) 冷冻 混合 剂 中 的 2 升 烧 杯 中 ， 用 手 搬 拌 4~8 分 钟 , 直 到 温度 降低 到 
434°C 时 为 止 。 将 杯 中 混合 物 放 在 离心 机 中 在 00 下 以 2000 转 / 分 的 转速 
GIES 30 分 钟 。 
在 揽 择 下 将 上 层 清流 倾 入 两 倍 体积 的 沦 乙 醇 中 , 并 在 举 却 下 在 离心 机 中 
以 2000 转 / 分 的 转速 转 离 网 巧 分 钟 ,收集 沉 省 。 沉 尘 用 准 却 的 67 允 乙醇 洗 
WTI, HATH 150 ml, ZEB, BSUS, HI 
入 洗 液 ， 同 时 加 入 2N SULSAMSIE 5~10 FEDERER, PAPER 
需 在 2000 转 / 分 的 转速 下 转 离 15~20 分 钟 。 将 所 得 粗 制 的 杷 酸 悬 兆 于 80% 
乙醇 中 ,并 在 冷却 下 都 置 过 夜 以 促 成 蛋白 质 的 除 尽 。 HRT pe 
中 所 含 的 核糖 核酸 的 80% 以 上 。 
将 粗 制 的 杷 酸 用 离心 方法 收集 , 然后 游 解 在 130~180 ml ke, BRE 
波 呈 混浊 状态 , 其 pH (ae 8 左右 。 立即 小 心 加 大 LN 醋酸 将 溢 液 中 和 到 
pH7.0。 在 0°C 下 以 20000 转 / 分 的 转速 转 离 30 分 钟 (Spineo 工 型 制备 用 的 
离心 机 ) 使 不 再 混 池 。 此 时 有 些 漂 兆 物质 不 能 被 除去 。 加 固体 氧化 钠 于 上 层 
清 液 中 使 洲 液 氧化 钠 的 溃 度 变 为 1 。 游 液 在 0"C FIRE, RE ae 
增加 ;而 粘度 的 增加 旭 较 显著 。 狗 在 30 分 钟 内 有 凝 胶 分 离 出 来 。 将 含有 少量 
泛 游 杂质 的 黄色 上 层 液 以 20000 转 / 分 的 转速 转 离 工 小 时 以 分 离 凝 胶 。 FRE 
上 层 清 液 。 用 67% CARRERE, BAA 150 ml, 其 中 加 有 工 ml 
2M 氯 化 钙 溢 液 。 在 连续 搬 拌 下 友 码 加 水 于 洗 后 的 沉 尘 使 其 深 解 。 这 时 洲 液 
的 p 互 值 为 7.0。 在 4"C 下 对 烃 常 更 换 的 燕 馆 水 透析 36 小 时 。 先 用 Celite 
_ 过滤, 然后 用 石棉 垫 过 小 以 除去 混浊 物 。 将 澄清 无 色 的 洲 液 渝 丈 干 燥 以 产生 
白色 固体 。 产 量 1.4.g， YTS HRA BEER 60~70% , { 


FIG Dorner 和 Knight™” grgzsit ity FH DLA Bie AEE 
(BS) . Haya AGM (SBM) 40 NS SSA AEX (PX) HILDE 
糖 核酸 的 方法 。 


从 植物 病毒 中 制 取 六 糖 核酸 Gag 

加 硫酸 十 二 酯 纳 (Duponol O) 浴 液 于 病毒 游 液 中 ,使 每 ml 反应 混合 胸中 
分 别 含 10 mg 硫酸 十 二 酯 纳 和 15 mg BS, 16 mg 硫酸 十 二 酯 绩 和 7mg SBM 
及 2.5 mg 硫酸 十 二 酯 策 和 1.5 mg PX 。 每 种 混合 物 以 40 ml 为 一 批 , 在 高 
心 管 中 用 沸水 浴 加 热 4 分 钟 ,再 在 冰 浴 中 冷却 , 然后 对 燕 饮水 透析 4.5 小 时 。 
BRM BARK. IME OM 毛 化 钠 溶液 于 透析 后 的 制备 物 中 ， GEIS 
WBE) 127， 并 在 100°C 下 加 热 3 分钟 。 在 冰 浴 中 准 却 后 ,将 沉 出 的 蛋 自 
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“ 质 放 在 离心 机 中 畦 离 使 其 分 出 井 用 热 的 1 SLSR. SHEE 
层 清 液 和 洗 液 ,对 蒸馏水 透析 巧 ~24 小 时 。 肖 析 时 换 水 数 欢 。 对 含有 SBM 
和 了 X 的 反应 混合 物 必须 在 省 烽 到 30 ml 左右 后 用 1M 氯 化 钠 溶液 使 蛋白 质 
再 行 沉淀 一 次 ， 并 透析 15~24 小 时 。 在 上 面 三 种 情况 下 所 得 的 透析 液 均 放 
在 火 棉 胶 袋 内 用 吹风 方法 蒸发 ， 使 溃 编 至 20~70 分 之 一 。 泪 编 液 以 40000 
塌 / 分 的 转速 (Spineo 工 型 制备 用 离心 机 ) 转 离 工 小 时 。 此 时 通常 会 得 到 变性 
蛋白 质 的 小 团 块 。 将 上 层 清 液 倾 出 ,溶液 进行 冷 丈 于 燥 即 可 得 到 配 酸 。 


Volkin 和 Oarter'” Fj $i me VEE Ie eH Ti He Kay 和 
Dounce?™ 用 硫酸 十 二 酯 钠 提 取 成 糖 核酸 的 方法 是 唯一 可 效 比 较 
的 两 种 方法 。 才 没 有 系统 地 研究 过 从 这 些 方法 提取 所 得 产物 的 物 
理化 学 性 质 ,但 是 鉴于 用 氯仿- 凝 胶 方法 以 除去 腊 氧 成 糖 枝 酸 中 的 
蛋 自 质 时 所 受到 的 分 级 作用 "。 (当然 这 个 方法 也 可 以 应 用 于 成 糖 
核酸 ) , 则 后 一 方法 似乎 更 为 可 取 。 

〈 郑 景 略 ” 通 ) 
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活性 部 分 与 腊 氧 友 糖 核酸 问 的 同一 性 是 正确 的 话 ， 那 么 就 必须 假 
CMSA CERES AeA BER RA 
SE WWE, RESHMA we EMM eR A 
DEES, Wid — RENEE KF BS 
域 四 。 究 葛 这 两 者 之 问 ,何者 更 符合 事实 , 我 们 还 不 知道 。 也 许 是 
这 两 种 方式 均 用 于 形成 遗传 密码 。 但 是 不 论 用 何 种 方式 ,从 一 个 
UNF ERS eI AE RTE FE Se 
-物理 的 不 均一 性 。 

在 成 糖 核酸 中 也 能 预料 到 不 均一 性 。 目 前 已 积累 了 大 量 的 证 
。 据 , 表 明 友 糖 核酸 与 蛋白 质 的 合成 有 着 紧密 的 联系 。 假 使 这 样 的 关 
”和 桑 的 确 是 存在 的 话 ， 那 么 单一 关 胞 合成 多 种 蛋 和 白质 的 已 知事 实 必 
然 表 明和 胞 中 的 戊 糖 核酸 具有 不 均一 性 。 因 此 ,和 腊 氧 戊 糟 核 酸 一 
样 ， 从 一 个 壮 胞 中 提取 出 来 的 全 部 友 糖 核酸 也 很 可 能 胡 现 着 物理 
的 和 化 学 的 不 均一 性 。 用 化 学 或 物理 方法 将 核酸 样品 进行 分 级 分 


Dll 


离 , 现 在 必须 看 作 是 任何 详尽 研究 核酸 结构 的 初步 工作 ;显然 这 种 


分 级 分 离 必 须 先 于 任何 企图 去 确定 多 核 苷 酸 链 中 的 核 音 酸 坎 序 。 
到 目前 为 止 已 进行 的 不 均一 性 和 分 级 分 离 的 大 部 分 研究 工作 


72 SRA RRR AK, 而 与 成 糖 核酸 无 关 。 这 反映 出 目前 的 看 


法 , 即 锈 胞 内 的 遗传 功能 是 受 狂 胞 核 的 脱氧 友 糖 核酸 所 控制 ,而 竹 
胞 质 内 的 友 糖 核酸 的 作用 则 比较 不 明显 。 并 且 , 腊 氧 友 糖 核酸 的 
闯 训 的 和 可 靠 的 制备 方法 较 之 友 糖 核酸 的 制备 方法 则 更 早 有 所 
Wik. 
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脱氧 友 糖 杷 酸 的 物理 不 均一 性 


虽然 仅 在 最 近 才 得 到 直接 的 定量 论据 ， 但 是 次 液 中 的 肌 氧 友 

糖 核酸 盐 离子 的 不 均一 分 散 性 质 早 就 意料 到 。 只 有 用 Schlieren 
(Philpott-Svensson) 56°42 Abi, FARMER EEK 5 x 10™* g/ml 
的 核酸 的 沉降 作用 。 FEIX-NRET EIA, VOREI—-7+B HES 
聚 电解 质 溢 液 中 所 观察 到 的 超 清 晰 (hypersharp) 的 Schlieren 
界 区 。 BRAK HAY Schlieren FRH RAMA, (Se 
”无 疑问 ,这 个 界 区 的 形状 与 核酸 样品 的 沉降 系数 的 分 布 无 关 。 


1.0 


总 省 度 的 分 数 
S. 
ol 
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图 1 在 -0.2M SAE SPT HH AR Dal UR ER IR OT A SS 
(K. V. Shooter #1 J. A. V. Butler: Trans. Faraday Soc. 
1956, 52, 739 页 ) 


Bi FAROE RR, PREVA AE LT RA 
ROC HY Din OLA FH , Pal iii PEPYS BE 3S 107° g/ml BAAR 
度 的 沉降 系数 可 加 以 测定 。 利 用 这 个 方法 ,8Shooter 和 Butler! 
从 紫外 吸收 的 改变 ， 测 定 了 越过 沉降 界 区 的 脱氧 成 糖 核酸 钠 咨 液 
的 沉降 系数 的 分 布 , 并 由 此 测定 了 核酸 盐 的 淡 度 。 图 工 表示 随 着 
核酸 盐 省 度 所 发 生 的 沉降 系数 分 布 的 变化 情况 。 图 中 曲 共 关 明 ， 
具有 低沉 降 系数 值 的 物质 其 沉降 系数 对 湾 度 的 依 顿 关系 小 ， 但 具 
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“有 更 高 沉降 系数 值 的 物质 则 其 沉降 系数 对 尖 度 的 依 膨 关系 大 。 但 
是 ， 重 要 的 关系 是 在 溃 度 为 雳 时 ( 按 Oth 和 Desreux™ 的 方法 计 
算 ) ,此 时 显示 出 沉降 系数 分 布 的 实 驳 。 

腊 氧 友 糖 核酸 与 其 母体 核 蛋 日 的 沉降 系数 分 布 ”的 比较 表 
明 当 应 用 阴离子 型 去 污 剂 法 以 提取 核酸 时 (ay、Simmons 和 
Dounce 法 , 参看 第 二 章 , 参 考 文 献 60)， 在 去 除 蛋白 质 过 程 中 , 沉 
降 系数 分 布 没 有 改变 ,分 毅 也 没有 发 生 。 但 是 ,用 氧 仿 - 凝 胶 法 以 
去 除 蛋白 质 时 (Sevag, Lackman 和 Smolens #, BAEBr—z, FS 
A OCRK 15) ， 则 产生 一 种 核酸 , 它 具 有 一 个 显然 不 同 于 原来 的 核 蛋 
白 的 沉降 系数 分 布 曲 比 。 这 表明 在 去 除 蛋 白质 过 程 中 , BAS 
核酸 的 分 级 已 沟 发 生 ( 图 2)。 


原来 的 核 蛋白 一 一 一 


去 污 剂 法 
= i ENCE 


酸 钠 制 自 


总 省 度 的 分 数 
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So, w 
图 2 AD este RA BRAY EY HOTS ts 
(K. V. Shooter #1 J. A. V. Butler: J. Polym. Sci. 1957, 23, 707 页 ) 


从 脱氧 成 糖 核酸 钠 溶液 中 用 沉降 方法 所 观察 到 的 这 样 明显 的 
不 均一 性 使 人 “有些 惊奇 , 因为 鉴于 对 一 个 具有 恒定 截面 (constant 
cross-section) 的 坚实 棒状 系 入 来 讲 ， 沉 降 系数 应 该 与 棒 的 长 度 兄 
FER. K Shooter 和 Butler 观察 到 的 显著 不 均一 性 侣 人 推 
测 : 可 能 由 于 聚集 的 作用 , 肌 氧 成 糖 核酸 盐 离 子 若 使 不 是 揉 曲 到 基 
种 程度 , 就 是 它们 的 直径 是 可 变 的 。 为 了 要 清楚 地 诈 明 所 观察 到 
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”的 不 均一 性 井 不 是 由 于 聚集 作用 所 引起 ，Shooter 和 Butler" 全 
”将 膀 氧 皮 糖 核酸 盐 放 在 握 开 式 具 套 管 的 畦 头 (swing bucket rotor) 
让 在 Spinco 卫 型 超速 离心 机 中 以 39000 转 / 分 的 转速 转 离 4.5 小 
时 加 以 分 级 分 离 ,并 使 沉降 继续 进行 至 溶液 汉 度 由 最 初 的 7X10 
gj/ml 变 为 1x10-5g/ml。 具 有 沉降 系数 大 于 20 的 所 有 物质 都 被 
沉降 到 管 的 底部 。 TENG, 从 沉降 的 测定 井 没有 发 现 这 个 溶液 
中 有 聚集 作用 。 这 个 级 分 的 沉降 系数 分 布 与 原来 的 股 氧 皮 糖 核酸 
盐 沉 降 系 数 分 布 的 比较 见 图 83。 虽然 这 个 级 分 仍 有 一 个 一 定 的 沉 
降 柔 数 范围 ,但 已 明显 地 比 原来 的 物质 的 为 小 。 


1.0 


ig 10 20 30 40 50 
S20, w 
图 3 胶 氧 皮 糖 核酸 钠 的 沉降 系数 分 布 曲线 ,表示 延长 离心 后 所 得 的 分 级 分 离 


A. FORA; B. 离心 后 所 得 到 的 级 分 
(K. V. Shooter #71 J. A. V. Butler: J. Polym. Sci. 
1957, 23, 706 页 ) 
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FERRE EELS A A ALAR I SE LTS PE FES 
AWA BAA. RV OUR Ae Bee Fy DL) BS 
意见 大 概 是 由 Mirsky 和 Ris 提出 的 。 他 们 观察 到 当 提 取出 来 
的 染色 体 的 大 部 分 腹 氧 皮 糖 核酸 洲 解 于 1 毛 化 钠 溶液 中 时 , 少 
量 的 核酸 仍 可 以 从 不 溶 于 这 个 溶液 的 残余 染色 体 中 检 出 。 这 部 分 
残余 核酸 最 初 彼 认为 是 一 种 杂质 ， 但 也 完全 可 能 基于 股 氧 友 糖 核 
Sete 1M 氛 化 钠 中 的 不 同 溶解 度 而 发 生 了 分 级 分 离 。 上 述 的 可 
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能 性 也 适用 于 一 个 午间 的 报道 sa 所 述 的 肝 丰 胞 核 中 的 鹏 轰 友 糖 
AYU A EBB Sy HAYA FRE EE PE RP | 
Bendich"" 与 Bendich. Russell 和 Brown”! BS I TE 


。 BRRFIBI NOS TE 0.87% ALS OAR PRI IE AL 
DORR LAB. ATRIAL ALBRECHT DLS Ay 


Bia SABBD WPA Be; ATE Pre 
HRI PITY, EBA See gy OM 人 
中 的 程度 是 不 相同 的 。 “二 
Chargaff, Crampton 和 Lipshitz"! 从 分 离 七 个 级 分 的 精 果 ， 
介 烙 了 一 个 比较 群 尽 的 步 又 。 他 们 从 小 牛 胸腺 中 提取 出 核 蛋 自 
后 ， 在 高 速 混 和 货 中 将 核 蛋 白水 沙 液 用 氧 仿 - 正 辛 醇 混 和 液 处 理 ， 
使 其 成 凝 胶 析出 ,然后 将 凝 胶 逐 步 用 省 度 递增 的 氧化 钠 溶液 提取 ， 
再 用 乙醇 使 核 蛋白 沉 出 ， 而 脱氧 成 糖 核酸 则 用 氧 仿 - 凝 胶 法 提取 。 
提取 出 的 级 分 均 进 行 了 分 析 研 究 。 所 得 的 最 重要 的 观察 为 : 用 省 
度 递增 的 氧化 钠 咨 液 提取 时 则 得 到 一 系列 含有 矢 味 喻 和 胞 喀 啶 站 
度 递 降 而 腺 呀 喻 和 胸腺 喀 呢 淡 度 递 升 的 核酸 和 级 分 。 但 是 , 各 对 碱 


” 基 仍 尽 等 克 分 子 的 比例 存在 于 各 靓 分 中 。 这 种 分 级 分 离 方法 可 能 
是 以 核酸 与 蛋白 质问 键 的 稳定 性 的 差别 为 根据 的 ， 而 上 述 这 些 作 


者 "2 在 作 更 广泛 的 研究 时 , 人 对 用 人 造 蛋 和 白质- 核酸 盐 为 对 象 , 并 把 
这 种 研究 推广 到 不 同 棚 积 的 觅 氧 成 糖 核酸 的 研究 中 去 。 
Lucy 和 Butler“ 重复 了 Ohargaff、Orampton 和 Lipshitz 
的 工作 。 当 他 们 一 般 地 确定 了 分 毅 分 离 的 方法 时 , HPI CS 
果 表 明 在 用 氧化 钠 溶液 作 凝 胶 的 提取 中 ， 主 要 的 可 变 因 素 不 是 氧 
化 钠 的 省 度 ， 因 为 类 位 的 分 级 分 离 也 可 以 将 凝 胶 用 同 尖 的 氧化 
SVS WK IC THE WT AS BUSS 3 , 
Al FA AEG HR PAS AR TR YS ERE , ROE AP eA ee 
NPBA LS RR, NAEP SSI, 
一 在 87°C 下 易 洲 在 LM Sesh, I BRIER AE 
FORE FE Hg & BEES 0 SREB AMIRAEIY 5 es REDG 
ey A LD EA SEH 


Wa 


4] 


HABE (260 my) 


ON Se a Ee Se eee 
0.5 0.55 0.60 0.65 0.70 0.80 1.0 
BEARD RL ee RAFI 
4 )\ MBA BRE BLE LARA IED + RRA 
PETIT ASAE ; 
(G. L. Brown 和 M. Watson: Nature, Lond. 1953, 172, 340 页 ) 


分 级 分 离 的 一 个 重要 进展 是 用 层 桥 法 进行 核酸 分 级 分 离 的 党 
献 。 鉴 于 核酸 对 碱 性 蛋白 质 具 有 亲和力 以 及 核酸 分 子 问 在 化 学 
车 构 上 的 差别 有 可 能 影响 到 它们 与 蛋 自 质问 糙 合 的 键 的 强度 ， 
_ Brown 和 Watson” 应 用 了 层 析 柱 ,在 柱 内 将 从 小 牛 胸腺 制备 的 


RAE a Bl ae FEE Bee Ek. RAK PE BEE CE 、 


0.4.M RtLSAVEHRE , Aa — ei AE RR NE 
胸腺 ) 溶液 从 层 析 柱 的 顶部 加 入 。 在 压力 下 这 些 溶液 冲洗 大 柱 内 ， 
于 是 核酸 则 和 被 吸附 在 柱 上 。 然 后 将 明 附 的 核酸 用 逐 段 递增 或 回炉 
递增 淡 度 的 较 放 的 氧化 钠 溶液 加 以 洗 胸 。 图 4 是 一 个 典型 的 逐 段 
洗 腊 图 计 。 这 个 图 鲜明 显 地 表示 出 随 着 每 一 氧化 钠 溶液 治 度 的 二 
加 ,一 个 肯定 的 觅 氧 核糖 核酸 级 分 被 清 楚 地 洗 有 下 求 ,这 个 级 分 在 
BTR ME DIM. AUP SRR 
BMA ETE, HEMT IX Mila ERIS W, 
分 分 析 指 出 在 核酸 级 分 中 腺 嘎 哈 与 饲 嘎 喻 的 比例 和 胸腺 喀 啶 与 
胞 喀 啶 的 比例 是 随 着 氧化 钠 洗 腊 液 淡 度 的 增 大 而 递 二 的 。 这 样 就 


- ae 
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证 实 了 Chargaff, Orampton 和 Lipshitz"* 过 去 工作 的 糙 果 。 
Brown 和 Watson 更 能 证 明 不 同 来 源 的 核酸 具有 显著 不 同 的 洗 腊 
ak Brown 和 Martin"® 采用 了 按 Hoffpauir #0 Guthrie?” FF | 
ES HOLT MES REED LE BPEL, FE | 
HLS RCE PS BA SE BETO OOS, 其 
PATA EAE AD LS a EI TEE OE J a te 
FE, WERE AY ROBE AEE BLD PE, RE 
制备 噬菌体 核酸 的 方法 如 何 ， 都 可 进行 这 种 分 级 分 离 ， 而 这 两 个 ， 
级 分 中 的 腺 嘎 界 与 饲 味 哈 的 比值 完全 不 同 。Lermanca 应 用 
了 类 位 以 上 的 层 析 法 售 将 肺炎 球菌 中 的 遗传 转移 物质 进行 分 级 分 
离 。 


Main 和 Cole? 及 Semenza”?! 应 用 了 公 沟 满意 地 用 于 层 析 
蛋白 质 2a 和 酶 的 磷酸 钙 凝 胶 对 觅 氧 友 糖 核酸 进行 分 级 分 离 。 这 
种 层 析 柱 的 制备 已 由 Tiselius 及 其 同 工 者 叙述 过 吕 aa。 他 们 将 
FERRER EHR Py ARYA RR BE VERE Bh FAS BA RE VE HE 
LEI OLVERE. Semenza #MWKA=T A ABBA RABE 
i, 但 是 Main 和 Cole 没有 得 到 多 于 一 个 的 洗 腹 峰 ,， 工 且 也 没有 
观察 到 有 明显 的 分 级 。 

发 展 到 现在 为 止 , Bendich RE lA) LH" 的 分 级 分 离 技 
术 可 算是 最 合 人 满意 的 。 由 于 脱氧 友 糖 核酸 含有 可 电离 的 磷酸 基 
图 并 能 成 为 带 有 一 个 次 怖 电荷 (等 电 点 低 于 p 瑞 力 的 离子 ,因此 他 
们 将 核酸 当 作 一 个 多 聚 阴 离子 的 混合 物 来 处 理 ， 因 而 采用 了 阴 离 
子 交 换 层 析 法 。 但 是 选择 一 个 适宜 的 交换 剂 是 不 易 的 , 他 个 在 得 
到 一 个 满意 的 分 级 分 离 之 前 代沟 试用 过 几 种 交换 剂 四 。 已 知 对 分 
级 分 离 核 苷 酸 (参看 第 四 章 ) 有 效 的 强 碱 型 树脂 , Dowex-1, 对 于 
股 氧 友 糖 核酸 则 表现 着 低 的 吸收 容量 ， 井 且 吸 丰 到 这 种 树脂 中 的 
那 一 航 分 的 核酸 由 于 结合 得 如 此 微弱 ,以 致 不 能 用 于 层 析 。 应 用 能 
碱 型 树脂 Amberlite ITR4B 人 沟 得 到 比较 满意 的 千 果 。 用 离子 强 
度 递 增 的 氯 化 钠 溶液 作为 洗 腊 液 可 使 大 量 吸 大 柱 中 的 核酸 从 这 个 
交换 剂 成 为 许多 洗 腊 航 分 而 获得 回收 (在 不 同 试验 中 ， 公 观察 到 


ees | 四 
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A 16~200 个 洗 腹 峰 ) 。 但 是 , Amberlite 树脂 在 其 他 方面 的 应 用 
则 不 大 理想 ,因为 所 得 到 的 车 果 不 能 重复 ,而 且 有 大 量 的 树脂 杂质 
BARE 

FASE Le Ay EE ESE AT A VE ZEA GE A BR SE BY BB 
果 。 这 些 交 换 剂 是 由 Peterson 和 Sober™2~*) 为 了 蛋白 质 和 肽 的 
分 级 分 离 而 发 展 起 来 的 。 在 各 种 被 坪 过 的 交换 剂 中 , RE 
分 离 最 有 希望 的 是 由 Peterson 和 Sober 称 之 为 卫 OTEOLA-SF 
的 纤 礁 素 。 这 种 交换 剂 虽然 对 蛋白 质 和 肽 的 层 析 没 有 多 大 用 
处 ,但 用 于 腊 氧 友 糖 核酸 的 分 级 分 离 则 非常 满意 山 ?v~a3680。 
EOTEOLA-SE 交换 剂 是 从 高 纯度 的 木 纤 蕉 素 (Peterson 和 Sober 
DE Bendich 及 其 同 工 者 使 用 的 是 一 种 称 为 Solka-Floc 的 制备 
物 ) A= CRIA PIL—B=E (epichlorohydrin) wT LG 法 
处 理 而 制 成 的 。 

将 150 ml 含有 60 g 氨 氧 化 钠 的 光 液 在 揽 拌 下 加 到 60 g Solka-Floe 中 ， 
并 在 冰 让 冷却 30 分 钟 ， 然 后 将 35 ml 三 郑 乙 胶 和 60 ml 氯 甲 基 一 氧 三 圆 的 
ADS ILE MA. 在 充分 混和 后 , 将 混和 物 在 油 浴 中 于 75~80°C 
间 加 热 30 分 钟 ,并 不 时 加 以 斤 拌 。 浸 大 油 浴 鸥 10 分 钟 后 ， 发 生 放 热 反 应 ,并 
ARATE, 在 加 热 时 间 欧 止 时 ,将 所 成 的 下 珀 色 胶 状 物 在 冰 浴 中 只 
却 ,并 将 250 ml 2M 氯 化 钠 溢 液 在 括 拌 下 分 几 部 分 加 太 其 中 , 使 成 一 匀 和 的 
晤 活 液 。 产 物 过 滤 后 ,用 乙醇 洗 潍 三 次 ,并 在 芙 空中 干燥 。 

这 样 制 成 的 交换 剂 在 0.531 毛 化 钠 溶液 中 的 碱 度 (PK0%) 为 
7.5, 而 且 非 常 可 能 含有 含 氮 的 交 联 (eross-linkages) 。 车 小 心 罚 
FARR, 交换 剂 的 制备 是 可 以 合理 地 加 以 重复 的 叫 。 具 有 
不 同 吸附 特性 的 交换 剂 可 以 从 不 同比 例 的 三 产 乙 腕 和 毛 甲 基 一 氧 
= Bf. 

Bendich, Pahl, Korngold, Rosenkranz 和 Fresco®! @3:4m 
报道 了 EOTEOLA-SF RSS he. BRC RAE TR 
BAT HAE BG 3 REA) SOT SEA, eA By I BT EBS Ig F_E al 
备 的 交换 剂 的 8~10mg/g, FLEE SHE Hy LOT RF EAE, 
AE B= FEU BB SE SAS AAS Ig A A WT CT Gl 
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级 分 离 。 


ECTEOLA 柱 最 好 是 制备 在 一 个 2x10 em 的 管 中 ， FREI 。 
«AYRE Pyrex 玻璃 漏斗 (内 径 0.8 cm, 高 12em)， 而 管 项 则 燃 接 一 标准 的 
麻 砂 口 玻璃 座 (glass socket)。 将 0.5g ECTEOLA fn #%j 20 ml pH 7.0 Ay ; 
0.01M 磷酸 盐 授 冲 液 制 成 稀 浆 注入 柱 内 。 稀 浆 的 流速 用 一 螺旋 夹 和 附 于 柱 
底 的 橡皮 管 加 以 控制 。 然 后 用 0.5 N 氨 氧 化 钠 洲 液 以 每 小 时 欧 5~10ml Ay 
流速 洗 潍 交 换 剂 ,直到 流出 液 在 260 mu 处 显示 出 一 个 可 忽 秽 的 光 密 刻 值 (小 
于 0.015) 时 为 止 。 过 多 的 洗涤 似乎 对 交换 剂 无 害 , 因此 常 推荐 用 磊 液 延续 洗 
WES 至 4 天 。 在 碱 液 洗 潍 后 ,继续 用 pH7.0 的 0.01 了 x 磷酸 盐 艾 冲 液 以 同样 
的 流速 洗 潍 3 至 4 天。 然后 将 每 毫升 舍 有 工 g 脱氧 戊 糖 杷 酸 的 pH7.0 BoB 
酸 楼 冲 液 或 0.001 M 氧化 钠 溶液 加 到 交换 剂 中 。 将 此 游 液 , 1~3 ml, 用 吸管 
徐徐 加 至 蜀 洗 过 的 交换 草 上 面 的 洲 液 中 。 在 重力 下 , 让 游 液 以 每 小 时 不 超过 
2~4 ml 的 速度 从 交换 剂 滤 过 。 当 柱 上 的 溶液 全 部 流 过 而 只 剩 下 0.5iml 时 ， 
柱 壁 用 数 毫 升 的 磷酸 盐 徐 冲 液 或 毛 化 钠 洲 液 洗 淋 ， 使 液 流 继续 进行 , 直至 交 
换 剂 上 留 有 0.5 ml 时 为 止 。 此 时 已 有 数 百 毫 升 的 磷酸 盐 盘 冲 液 以 每 小 时 
3 ml 的 速度 通过 交换 剂 (已 载 积 有 礁 栈 )， 直 至 流出 液 的 光 密 度 值 驻 小 于 
0.015 时 为 止 。 此 时 配 酸 被 全 固 地 附着 在 交换 剂 上 ， 虽 用 磷酸 盐 艇 冲 液 元 分 
洗涤 亦 不 能 把 它 除 去 。 

EOTEOLA- 核 酸 柱 的 洗 腊 可 用 间断 洗 胸 法 或 梯度 洗 腊 法 加 以 完成 。 在 
前 一 个 方法 中 氛 化 钠 的 澡 度 是 从 0.05 M 到 0.1, 0.2 等 等 逐步 增高 , 直到 
2M 时 为 止 , 流 速 和 维持 在 每 小 时 5~6 ml 。 然 后 测定 最 大 吸收 区 域 ( 从 240~~ 
290 mu) 中 洗 腊 液 的 紫外 吸收 达 ， Mbipsiiedieieree 
BE, SIGE VERE rh 48 — 7M Se EEE BET HE. ce 

Bendich,Fresco,Rosenkranz 和 Boiser” 9-44.24 alah ; 

Di BESS BB ZB AS ROLE A (AD) , 这 个 外 形 图 显示 出 在 0.2 ” 
”和 0.4 氧化 钠 问 有 两 大 般 分 。( 层 析 计 外 形 图 是 将 在 260mr 
处 的 光 密 度 值 乘 以 级 分 的 毫升 数 所 得 的 积 对 管 数 及 洗 腊 液 下 度 作 
图 而 得 到 的 。) 

一 般 来 讲 , 榜 度 洗 胸 法 是 一 个 比较 满意 的 技术 ,可 是 Bendic、 
Fresco, Rosenkranz 和 Beiser®” 在 和 采用 单 混 和 室 的 梯度 洗 腊 和 柔 
RAGA 5 中 所 示 的 那 两 个 大 般 分 分 开 。 但 是 , 当 使 用 了 
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WERMZARH, 却 能 得 到 更 好 的 分 开 。 MAINE ARYA 


的 是 使 江 度 的 范围 极 生 地 上 升 。 这 种 如 Bendich, Pahl, Korngold, 
Rosenkranz 和 Fresco®! 所 描述 的 系 芒 见 图 6 。 
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图 5 BOTEOLA- 纤 厅 柱 上 小 牛 胸 腺 脱氧 核糖 核酸 的 不 连续 洗 股 
(3.6 mg 股 氧 核糖 核酸 在 0.5 克 EOTEOLA- 纤 厅 素 上 ) 
(A. Bendich, J. R. Fresco, H. S. Rosenkranz #1 S. M. Beiser: 
J. Amer. Chem. Soc. 1955, 77, 3672 页 ) 


LE 0.5 RY RULSAPAWERNEE YZ pH 7 的 0.01 MX BRAG Hh BE UE 
RCRA OIR Th, AOSV ASEAE 150-ml SERA 100~ 
125 ml PREREEUE AEH , I RPE RE. LL NAB SSS 
— RASA AMR MS, IES PIERRE RL 
PeeRH, eR ARNEL, VELEN StiME, 其 
氧化 钠 省 度 均 可 从 下 式 求 得 [20: 

[NaCl Jaenie= [NaCl Joye [NaCl Jpyarme + * 

ESRC LESSEE Hh UE RE PE RA REE, PE 
2 mm 的 厚 壁 长 毛细 管 (4~5 om) TRERANEA, BERBReANRER Oy dg) 
时 2~5 ml, 每 隔 2 小 时 将 其 收集 在 自动 航 分 收集 器 中 。 
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0.5 M NaCl 
0.01 M 磷酸 盐 和 缓冲 液 


图 6 具有 双 混 和 室 的 用 作 梯 度 洗 腊 法 的 装置 
(A. Bendich, H. B. Pahl, G. O. Korngold, H. S. Rosenkranz 和 
J. R. Fresco: J. Amer. Chem. Soc. 1958, 80, 3952 5) 


0.5 M Absa RIRIR RES UR, AeA LSANIR ees) 2.0 M, 
AUS A-PDF Ko 
a EFA AACR GE pH fE4EHN, A RAM B MSA. 但 是 ， 
7a BER ACSA BEA DH 值 同 时 提高 , AUER RRR. BEART 
FE, BVT DEA CSAAIRBEM 0.5 M 提高 到 2.0 歼 而 p 孔 从 7.0 提 高 
到 11.0 的 情况 下 继 秆 进行 。 若 将 层 析 柱 最 后 用 0.5 N 氨 氧 化 钠 溶液 洗 潍 ， 
则 可 以 回收 到 几乎 全 部 的 核酸 5 , 


层 析 谐 外 形 的 可 再 现 程 度 见 图 7。 此 图 是 从 部 分 肝 切除 术 2 
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周 和 4 周 后 的 鼠 肝 和 胞 核 用 阴离子 型 去 污 剂 法 提取 出 来 的 腹 氧 皮 
pepe Wy thir BR. FAT 中 的 大 部 分 的 洗 腊 峰 基本 上 是 重 迭 
的 。 旋 个 的 分 开 只 有 在 每 小 时 流速 不 超过 3 至 ml 时 才能 获得 。 
。 洗 胸 速度 的 些微 十 加 将 导致 分 开 能 力 的 下 降 。 
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图 7 MERA APRA 2 周 和 4 周 后 的 再 生 和 县 肝 脱氧 友 糖 核酸 在 
EOTEOLA 柱 上 的 层 术 
(A. Bendich, H. B. Pahl, G. C. Korngold, H. 8. Rosenkranz 和 
J. R. Fresco: J. Amer. Chem. Soc. 1958, 80, 3954 页 ) 


FRR SUE WY EA CE A YB a WEI. 每 一 来 源 的 核酸 表 
现 其 特有 的 典型 层 析 谱 。.Bendqich、Pahl 和 Beiser’ 已 能 对 下 烈 
来 源 的 腹 氧 友 糖 核酸 的 层 析 计 加 以 区 别 : 小 牛 胸腺 ,人 类 白血病 的 
白血球 ,大肠 杆 菌 ， 了 .ceyres， 肺 类 球菌 , T6r 噬菌体 , 工 6r 十 噬 
菌 体 以 及 大 鼠 的 脾 、 肠 、 诊 和 脑 。 用 上 壕 方 法 也 便 对 们 的 制备 方 
法 作 过 上 比较 ea 。 图 8 表示 出 人 体 粒 条 胞 的 股 氧 成 糖 核酸 的 两 个 样 
品 的 县 析 计 。 其 中 一 个 样品 是 用 阴离子 型 去 污 剂 法 制 得 的 ， 而 另 
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ae ¥ 0.5M NaCl ; O.AMNH #88653 0.1 = 1.0M NH 
| | I 
0.12 0.220.300.33 0.36 |2.0m] 2.0m NaCl NaOH 
RAFRE NaCl 
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图 8 从 相同 起 始 物 质 按 两 种 不 同方 法 制备 的 人 体 粒 和 胞 中 的 股 氧 
皮 糖 核酸 的 两 个 样品 在 EOTEOLA 柱 上 的 层 析 。 上 上 面 的 层 煌 计 
所 表示 的 样品 是 条 用 Kay, Simmons 和 Dounce 法 制 得 的 。 下 
潭 的 层 析 谱 所 表示 的 样品 是 用 毛 化 钠 提 取 后 再 用 氯仿 - 锋 胶 法 除 
去 蛋白 质 制 得 的 ( 贿 看 第 二 章 ) 
(A. Bendich, H. B. Pahl 和 8. M. Beiser: Cold Spr. Harb. Symp. 
quant. Biol. 1956, 21, 34 页 ) 
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PE RUE FE FS CSE WJ SR SS 
屋 析 名 的 彼此 相似 合 人 推 想到 这 两 种 方法 与 Shooter 和 Butler’ 
的 发 现 相 比 较 时 ,产生 了 几乎 相同 的 产物 。Shooter 和 Butler™ 从 

沉降 作用 的 研究 断定 氧 仿 - 凝 胶 法 在 提取 时 引起 了 分 航 分 离 ( 参 看 ， 


38 页 ) 。 
重要 的 是 在 上 OTEOLA 柱 上 多 核 苷 酸 层 析 分 离 的 基础 必须 
加 以 建立 。Bendich KH |r] TAs?” 便 就 这 个 问题 从 两 个 观点 作 


了 和 研究: 1) 柱 的 不 同 级 分 中 味 哈 和 喀 啶 的 组 成 碟 分 , (2) BE 


析 计 处 形 的 形状 作为 腊 氧 友 糖 核酸 样品 的 分 子 大 小 的 函数 。 从 小 


和 牛 胸 腺 腊 氧 核糖 核酸 航 分 的 分 析 结 果 ( 表 1) 可 以 看 出 味 哈 和 喀 
于 喧 的 成 分 是 有 显著 的 不 同 忆 ' 吕 。 由 此 可 见 ， 阴 离子 交换 法 对 于 具 
| 有 不 同 成 分 的 脱氧 核糖 核酸 的 全 部 样品 的 航 分 人 完 成 了 分 离 。 检 


查 表 工 中 碱 基 成 分 的 克 分 子 数值 表明 在 般 分 的 分 析 车 果 中 没有 什 


.将 特 征 , 这 和 Chargaff, Crampton 和 Lipshitz" 以 及 Brown 和 
Watson 的 观察 相反 , 他 们 发 现 腺 味 哈 对 篇 嘎 喻 和 胸腺 喀 啶 对 


， 胞 喀 啶 的 比例 是 随 着 洗 腊 液 的 氯 化 钠 滤 度 的 增加 而 增 大 的 。 


分 析 数 据 (Be 4 的 可 能 有 意义 的 特点 是 腺 呀 哈 对 胸腺 喀 喧 和 


高 顺 喻 对 胞 喀 啶 的 比例 不 等 于 1。 象 将 在 后 面 (第 九 章 ) 所 讨论 
的 ， Watson-Orick 的 脱氧 友 糖 核酸 模型 的 重要 特点 就 是 这 两 个 硕 | 
， 基 对 之 问 的 特殊 氨 键 ， 以 及 渤 今 为 止 所 有 肌 氧 友 糖 核酸 的 分 析 都 


证 明 碱 基 对 的 比例 非常 接近 于 1 (第 四 章 ) 。 由 此 可 见 ， 阴 离子 型 
交换 法 与 其 他 方法 在 分 离 方面 具有 不 同 的 根据 ， 这 些 方法 都 能 产 
GS, TOT MIEN HORDES 1, 了 解 到 底 多 


核 背 酸 在 阴离子 型 交换 剂 上 的 这 样 结 合 会 不 会 对 Watson-Orick 
模型 中 的 特殊 氮 键 造 茅 断裂 以 致 产生 单独 的 多 核 苷 酸 链 将 是 有 趣 


的 。 著 是 如 此 , 则 特殊 碱 基 对 的 比值 偏离 于 工 的 原因 就 能 够 得 到 
v 解释。 但 是 , 有 力 的 证 据 证 明 核 酸 在 EQOTEOLA 柱 上 的 吸附 卉 


示 对 核酸 的 精 构 发 生 重大 的 改变 。 柱 遂 分 的 再 层 析 产 生 一 个 层 析 
嘲 , 其 中 某 一 级 分 的 大 部 分 , 如 在 原 分 圾 分 离 中 的 一 样 , 出 现在 洗 
肌 层 析 讲 外 形 的 相同 位 置 处 。 核酸 千 构 的 一 定 改变 , 例如 受热 处 
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理 时 , WS SBE pra IE AY bb eee (A 9c), 更 重要 的 可 能 证 . 
据 是 对 肺炎 球菌 的 具有 转移 活性 的 腹 氧 成 糖 核酸 进行 分 级 分 离 
时 ， 从 层 析 柱 上 获得 的 合并 级 分 几乎 具有 和 原 物 质 相 同 的 生物 活 
HE (80, 38] ss 

AFAEF FEAT RAEI HS DLE iB EBSD 

析 , 但 是 Bendich, Pahl, Rosenkranz 和 Rosoff®? @x}/h4F aR 

RAAB AFR OEE IHU ME HH Be Hh VES 


Jeo 7)F I RAIN Ta LA 9c， 而 图 92 是 两 个 级 分 和 原来 


的 核酸 对 比 时 的 沉降 系数 分 布 , 这 两 个 级 分 是 用 (1)0.16~0.24.M 
氧化 钠 深 液 和 (2) 0.25~0.84.M 氧化 钠 溶液 在 区 域 I (图 9c) UE 
BRA, 这 些 航 分 表示 出 更 小 的 重量 平均 沉降 系数 , 其 数值 随 洗 用 
” 洲 江 度 的 增加 而 增 天 ,并 且 和 以 前 所 得 的 结果 相符 合 aa4m ,同时 也 
呈现 出 沉降 系数 的 更 狂 险 的 分 布 。 a 
直接 涉及 层 析 计 上 狼 分 位 置 和 分 子 大 小 间 相 互 关系 的 有 价值 
的 报道 是 从 研究 受热 处 理 的 有 氧 核糖 核酸 溶液 而 来 。 在 低 离 子 强 
度 时 对 腊 氧 核糖 核酸 洲 液 (参看 十 一 章 , 261 页 ) 的 加 热 会 使 沉降 
系数 和 粘度 降低 ;如 果 延 长 加 热 ， 则 导致 分 子 量 的 降低 。 受 热 处 
岂 理 脱 氧 核糖 核酸 洲 液 的 层 析 计 和 未 受热 处 理 的 样品 的 层 析 计 均 
见 图 95。 受 热处理 的 溶液 的 层 析 必 显然 与 那些 未 沟 处 理 的 核酸 
的 层 析 计 不同 , 因为 在 水 中 加 热 的 核酸 的 大 部 分 都 在 区 域 工 回收 ; 
可 是 在 pH7.0 的 0.01 M 磷酸 盐 授 冲 液 中 加 热 时 会 生成 一 种 产 
， 有 物 ， 这 个 产物 在 层 析 上 几乎 难以 显 出 象 未 烃 加 热处理 的 核酸 所 特 
有 的 第 一 个 寅 峰 。 因 为 从 每 一 个 层 桥 柱 上 所 收集 的 核酸 的 量 是 与 
曲线 下 (图 90) 的 面积 成 正比 ,因此 可 以 看 出 将 核酸 在 0.01 MBE 
酸 盐 焰 冲 液 中 加 热 会 使 第 一 个 高 峰 几 乎 完全 消失 ,同时 在 区 域 II ， 
中 的 核酸 亦 大 量 消失 ( 朗 在 0.1~1.03f 所 和 2M ASN YE 
PS). RAH MS BATE Kime IL, 这 大 概 与 通常 在 此 区 域内 所 洗 
腊 的 物质 在 一 起 。 因 为 未 沟 加 热处理 的 物质 的 层 析 计 显 示 出 的 最 
大 量 的 核酸 是 在 区 域 III 内 ， 因 此 可 以 预料 到 这 个 区 域内 含有 多 
量 的 分 子 量 较 大 的 物质 ,这 些 电 质 在 水 中 加 热 时 几乎 完全 消失 ,而 


. roe oe 
. ~ 
9 
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随后 可 以 在 第 一 高 峰 处 , 即 区 域 TAP, ARR BS 
酸 会 减 小 其 分 子 的 大 小 ， 由 此 亦 可 推 知 区 域 工 内 的 洗 腊 级 分 亦 是 
小 分 子 的 。 这 样 层 析 分 极 分 离 承 显 出 与 分 子 的 大 小 有 关 , 如 同 与 
粗 成 有 关 一 样 。 
I II TIT: iv. 


在 水 中 加 技 


在 pH7 的 0.01 M 
磅 酸 盐 绥 串 液 中 加 热 


‘BES ies ; 
05M l0.1mu 
| NaCl NH, NaOH 
2M NaCl 
0.01 M 磷酸 盐 缕 冲 液 


图 9 加 热 对 小 牛 胸腺 脱氧 核糖 核酸 层 析 谱 的 影响 
(A. Bendich, H. B. Pahl, H. S. Rosenkranz 和 M. Rosoff: 
Symp. Soc. exp. Biol. 1958, 12, 38 页 ) 


DEAR BE (260 mu) X 体积 (ml) 
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1.0F 3 ae ol 
"eee 
/ 
0.8 | . / 
: he. 
4 0.6 
‘Gis 
a Rit 
Pr) 0.4 o 7+ 1 
1 @ 42 
4 未 分 级 分 离 的 


0.2 | / 
0 2 f 
5 1 
S20, w 
图 9% 在 区 域 工 (图 9c) HORM RARER ERA 
( 般 分 1 是 用 0.16~0.242 所 化 钠 洗 脱 的 ; 级 分 2 是 用 
0.25~0.34 M Rte Sve MEH) 
(Symp. Soc. exp. Biol. 1958, 12, 36 页 ) 


| AGLI TASES BOB, HAE HE 
ABA EE SEL WR I IAI HH He 
唯一 制备 出 来 的 具有 生物 功能 的 脱氧 友 糖 核酸 是 从 肺炎 球菌 中 获 


得 的 具有 转移 活性 的 腊 氧 成 糖 核酸 ， 而 这 种 核酸 已 成 为 层 析 研究 


的 主题 。 在 这 些 研究 中 ,各 个 级 分 的 转移 活性 也 便 丢 检查 过 ” 。 


肺 类 球菌 中 具有 转移 活性 的 脱氧 成 糖 核酸 本 来 就 具有 四 种 可 证 明 


的 遗传 特性 ,这 些 特性 包括 对 青 夫 素 、 链 霉 素 和 磺 胸 的 抵抗 作用 的 
改变 ， 以 及 对 甘露 醇 利用 的 改变 。 从 发 生 于 某 一 单 株 的 细菌 分 离 
出 来 的 核酸 制备 物 根本 是 以 单独 无 关 的 动因 随便 艺 导 出 这 些 遗 传 
转变 作用 ， 虽 然 相 当 数目 的 变种 竹 胞 都 显示 出 丙种 性 质 ， 即 甘露 
醇 的 利用 和 对 链 霉 素 的 抵抗 作用 。 这 两 种 性 质 彼 认为 是 相关 的 或 
联系 的 事件 。 因 此 ， 肌 氧 成 糖 核酸 的 制备 物 似乎 至 少 包含 有 五 个 
航 分 ,它们 都 可 以 核 分子 的 形式 鉴定 出 来 ,而 其 中 的 四 个 级 分 中 的 


Nr. ee Ek eS ee ee | 
A im ' : r , 


Py ae Noa 
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每 一 个 都 只 与 一 个 可 鉴定 的 遗传 性 质 有 关 。 FEAR, 上 
述 的 这 两 种 性 质 伺 乎 联系 在 一 起 。 具 有 转移 活性 的 脱氧 友 糖 核酸 
的 层 析 谐 见 图 10。 某 些 级 分 对 链 老 素 的 转移 活性 则 列 在 胡 2。 狗 
“分 的 相对 活性 相差 甚大 , 某 些 级 分 具有 至 少 80 倍 于 其 他 迁 分 的 活 
性 。 最 活 泪 的 级 分 的 活性 锡 为 原 求 物 质 的 活性 的 五 倍 。 这 些 玫 分 
就 是 与 交换 剂 (BOTEOLA) 精 合 得 最 牢固 的 航 分 在 一 起 的 ， 寿 且 
是 在 硕 性 范围 内 被 洗 腊 下 来 的 。 用 碱 处 理 很 可 能 会 破坏 一 些 活 
性 ,因此 这 些 航 分 事实 上 原来 就 具有 上 比 所 观察 到 的 更 大 的 活性 。 
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Ephrussi-Taylor™” 应 用 硅 营 士 -组 蛋白 柱 以 及 Lermanc2 应 用 
甲 基 化 的 牛 血 清 蛋 和 白 所 进行 的 同位 素 标 记 的 具有 转移 活性 的 腊 氧 
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0.052 0.18 0.56 
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0.04 | 0.28 
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0.1M sthth tha pH 7 0.5M NaCl 


图 10 在 了 EOTEOLA # EAB IE PEN Be RS ree 


(A. Bendich, H. B. Pahl #1 8. M. Beiser: Cold Spr. Harb. Symp. 


quant. Biol. 1956, 21, 34 页 ) 
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核糖 核酸 的 分 级 分 离 ,都 获得 了 类 似 的 结 果 。 
Be 2 所 记载 的 数据 可 以 明显 地 看 出 使 受 体 翻 胞 转变 为 对 鱼 
霉 素 有 抵抗 作用 的 竹 胞 是 与 许多 级 分 有 关 。 前 面 的 级 分 (no. 25) 
和 后 面 的 级 分 (no. 260) 一 样 , 均 具 有 转移 活性 。 有 许多 解释 都 可 
。 以 用 来 遂 明 这 种 变化 。 一 个 可 能 性 是 分 子 大 小 的 不 均一 性 的 影响 
天 于 生物 学 的 (化 学 的 ) 不 均一 性 的 影响 ,而 前 面 的 级 分 ,虽然 所 含 
。 的 分 子 的 大 小 比较 小 ,但 仍 含有 特殊 有 关 的 转移 烙 构 ; 另 一 可 能 性 
是 在 每 个 分 子 中 含有 一 个 以 上 的 活性 部 位 ， 而 这 些 活 性 部 位 在 所 
， 有 分 子 中 可 能 不 是 都 位 于 同一 相应 的 位 置 上 。 不 论 惧 正 的 解释 应 
ERE, BIRD OD EEA BEE 
。 特异 的 和 遗传 活性 的 级 分 。 
才 2 肺炎 球菌 腕 氧 戊 糖 核酸 层 析 航 分 的 链 
霉 素 转移 活性 
BE HE HE KF 


NaOl 


we, | REE | a ot a om tt 
PEAS FUE EB FAME 


。 DART NASI pe a stat ; 
Rem wea: 列 在 三 个 栏 中 的 活性 数值 是 在 不 同日 期 测 


定 的 
(A. Bendich, H. B. Pahl 和 8. M. Beiser: Cold Spr. Harb. Symp. quant. 
Biol. 1956, 21, 42 页 ) 
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Chantrenne"” 在 友 糖 核酸 的 不 同 金属 盐 的 洲 解 度 的 基础 上 ， 
首先 提出 了 从 用 胞 中 提取 的 全 部 成 糖 核酸 样品 是 不 均一 的 见解 。 
Ohantrenne 分 离 出 两 个 级 分 ,随后 Ghuysen” 双 对 这 两 个 圾 分 “ 
的 均一 性 重新 进行 了 研究 。Bacher 和 Allen) 亦 在 溶解 度 测 定 的 — 
基础 上 检查 了 一 些 友 糖 核酸 的 不 均一 性 。 但 是 ,这 些 分 级 分 离 方 法 
一 般 都 不 能 得 到 多 于 两 个 以 上 的 狼 分 ,其 中 一 个 具有 低 的 洲 解 度 ， 
而 另 一 个 则 具有 高 的 洲 解 度 。Ghuysen 和 Desreux “入 在 pH3.5 
和 5.5 时 用 分 级 提取 方法 井 且 用 醋酸 -丙酮 -水 的 混和 物 或 甲醇 - 
氧化 钠 -醋酸 盐 的 权 冲 混和 物 作 分 段 制备 ,分 毅 分 离 了 酵母 的 核糖 
核酸 。 用 这 个 分 般 分 离 方 法 获得 了 二 个 航 分 ， 它 个 都 具有 相同 的 

昧 喻 - 喀 喧 比例。 这 些 级 分 中 有 许多 含有 相同 的 分 子 量 但 具有 不 
TH AYRE} 

Sti ES CA ERE SY Be Trio Lo 意 使 用 ， 
Miura 和 Suzuki“? 与 Bradley 和 Rich” 应 用 了 这 个 技术 作成 
糖 核酸 的 分 级 分 离 。 前 两 个 研究 者 应 用 Dowex-2 ( 氧 型 , 交 联 度 
10%) 作 交 换 剂 ， 而 后 两 个 研究 者 则 应 用 Peterson 和 Sober 所 制 
备 的 EOTEOLA 柱 作 为 交换 剂 。 

将 .Dowez- 230 EERE DR 先 用 酸 、 碱 和 水 选 , 然 后 再 用 工 到 See 
IFAT, 直至 洗 液 不 再 含有 紫外 吸收 物质 时 为 止 。 烦 脂 的 吸附 量 攻 为 
每 10 ml 树脂 3.5 mg 成 糖 柜 酸 ， 而 流速 则 杀 持 在 0.2 毫升 /平方 厘米 /分 。 
将 核酸 洲 于 0.2 M SUS, RATER ULL. US 


FRI BEEP Fan HSA LEAK OM 0.5 M 到 5M) RRRAMDLBEI, Bene 
核酸 的 省 度 则 由 在 260 mu 处 测量 的 光 吸 收 来 决定 。 


—F> SFE Wy VEN the LP 11, Pe ea HE RE 
大 个 级 分 。 如 再 层 析 所 示 的 , APHEW ERE, MF 
的 分 子 量 是 用 表面 槽 攻 (surface trough) 法 测定 的 。 这 个 方法 相 
” 当 便 利 , 因为 需要 核酸 的 量 极 少 ,但 测定 烙 果 未 甚 准确 。 般 分 的 分 
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SF-RAeRLIL REA MEER (CORNEA TNA, BOIS 
WEA FS TT RS eB EY IS ED A A EH 
45 Ghuysen 和 Desreux* *” 的 观察 相符 合 


SENT 


Bo # 100 200 300 400 500 600 700 800 
a 流出 液 量 ml 
id BALL 从 Dowex-2 i FUR A O7uPAS Me De RO ETE 


(K. Miura 和 K. Suzuki: Biochim. biophys. Acta 1966, 22, 566 A) 


SES DUMRERIN EIST ERH (Bx 1048) 


«BERRY NaCl | 

. A  B N C 

yee Ae 酵 Ay FF 肌 B Be 母 

xR BH 
| 0.92 | 2.24 | 3.89 | 6.91 

FSF Rk FF B HW 
0.11 a Sat oe 
0.29 nt a: ick 
0.95 0.86 Aes ee 
1.76 2.39 2.97 4.41 
a4 3.76 4.47 6.28 
一 ale 4,21 5.80 
一 shy 4.82 


( 搞 自卫. F. Bradley 和 A. Rich: J. Amer. chem. Soc. 1956, 78, 5901 页 ) 
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村 


每 个 级 分 洗 脱 的 百分率 
-° 8 


to 
oO 


0 0.10 0.20 0.30 0.40 0.901.0 
ee ae NaOH 


ERRHW RDF 
图 12 #2 EOTEOLA #: LAR eRe Bree 
(D. F. Bradley 和 A. Rich: J. Amer. chem. Soc. 
1956, 78, 5899 页 ) 
Bradley 和 Rich”) 的 实验 主要 涉及 在 了 OTEOLA #: EES 
般 分 离 后 从 各 种 友 糖 核酸 所 得 烽 分 的 沉降 常数 的 改变 。 他 个 所 
应 用 的 实验 技术 与 前 述 Bendich 及 其 同 工 者 所 用 的 技术 极 相 业 
M24, A 12 烈 出 了 七 种 不 同 戊 糖 核酸 样品 的 层 析 计 和 未 被 分 般 
分 离 的 核酸 的 平均 沉降 系数 (S$) 。 当 沉降 系数 增 大 时 , 洗 腹 层 析 训 


BAEK ee WLR ZI 并 且 这 种 影响 显然 会 掩蔽 了 化 学 个 均一 
性 的 影响 。 
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ee 图 42(e) 是 烟草 花 叶 病毒 的 成 糖 


核酸 的 洗 胸 层 析 计 外 形 , 对 于 这 种 核酸 Bradley 和 Rich 全 加 以 研 
帘 ， 其 目的 是 希望 它 能 够 较 租 胞 的 核酸 更 为 均一 。 但 事实 并 非 如 


此 , 它 的 一 部 分 不 均一 性 可 能 是 由 提取 时 所 发 生 。 表 3 A TK 
糖 核酸 的 不 同 航 分 的 平均 沉降 系数 ,其 数值 大 部 分 与 Miura 和 


Suzuki ”的 分 子 量 测定 的 烙 果 相符 合 ”。 在 他 们 所 得 的 结 采 中 ， 
沉降 党 数 是 随 着 氧化 钠 洗 股 液 YS BE HOSA DUTTA AY 

— REA FEE a TT EEE BFK 
小 对 于 不 均一 性 影响 的 重要 性 。 这 种 影响 的 重要 性 亦 在 分 级 分 离 
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LIS He RINE TAR BEEF EE BEI 
核酸 的 水 解 


腊 氧 皮 糖 核酸 和 友 糖 核酸 的 水 解 可 产生 各 种 不 同 的 产物 。 这 ， 
些 产 物 包括 味 哈 大 和 喀 啶 碱 , 依 照 核酸 类 型 的 友 糖 和 腊 氧 成 糖 , 相 ， 
应 的 磷酸 化 糖 类 , BAS, MBSR UDF RMSE 
音 酸 ) 以 及 由 这 些 物 质 进 一 步 破坏 而 成 的 各 种 降解 产物 。 核 酸 的 - 
类 型 和 水 解 剂 的 本 性 对 确定 降解 的 进行 非常 重要 。 用 碱 水 解 时 ， 
这 两 类 核酸 表现 出 全 然 不 同 的 性 质 ， 其 原因 将 在 第 八 章 中 讨论 。 
友 糖 核酸 在 室温 下 用 1 碱 液 处 理 时 立即 水 解 成 单 核 昔 酸 , TIE 
氧 皮 糖 核酸 在 这 些 条 件 下 很 少 受到 类 似 水 解 的 破坏 。 要 使 腹 氧 友 
糖 核酸 变 为 可 溶 于 酸 的 寡 核 背 酸 凸 必 须 将 其 在 100?0 FFE 1M 
碱 液 中 处 理 和 小时。 ABODE, OA FO mE A DOE EERE Ee PAS I 
AT MED 2. LE PRN EEE, WG Sebi 
TA Fj SER SSF SUE SRE i Oe Se aac EHS ae 
糖 所 成 的 昔 的 键 对 酸 更 为 不 稳定 。 因 此 当 这 两 类 核酸 用 酸 水 解 时 、 
就 立刻 生成 嘎 哈 碱 一 一 腺 嘎 哈 和 篇 味 哈 ， 而 在 成 糖 核酸 中 的 哮 啶 ， 
碱 则 倾向 于 以 单 核 背 酸 的 状态 存在 ,若是 胎 氧 友 糖 核酸 的 吵 啶 碱 ， 
则 尽 核 苷 二 磷酸 的 状态 存在 。 只 有 在 剧烈 的 条 件 下 核酸 才能 彼 水 
解 成 游离 的 喀 啶 碱 一 胞 喀 啶 、 尿 喀 喧 或 胸腺 喀 啶 。 
水 解 到 嘎 叭 碱 和 喀 啶 碱 | 

FAA Pea ii. 0 1 OR IC SPE AY AIRS, Hah DA DR Ae FS A fa 
Bs, AT tie? "Mt Ay Bas, Beene FW Eh 
wm?) DKA O.4N 至 6Ne Hy KU EA eRe AUR KR 
#£ 100 ~120°C FAbBE 1 = Q-hAy, FERRE, 尤其 是 将 其 
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FFAS BRS, FSB WE LEAL ES WE RR HARB LRA 
ARATE. MINER RETE 120°O 下 用 0.5X 盐酸 将 核酸 处 理 
2 水 时 是 否 会 使 味 啥 碱 全 部 释 出 &%9。 但 用 轿 层 析 法 四 以 及 生成 银 
起 沉淀 的 方法 四 从 相应 的 核 音 酸 回收 的 腺 味 哈 和 饲 嘎 哈 的 量 来 
断 , 在 100°O 下 用 LV 酸 处 理工 小 时 已 能 够 相当 满意 地 使 顺 哈 碱 
APR. 这 些 条 件 也 全 应 用 于 友 糖 核酸 的 分 析 , A 
分 如 已 芍 知 的 嘎 哈 和 喀 啶 衍生 物 几乎 全 部 回收 中。 但 是 ,测定 嘎 哈 
淡 度 的 同位 素 稀释 法 全 指出 , 用 这 种 方法 处 理 时 移 有 7 多 的 嗓 险 
FY fe RAR TT BDI 
BRA ESOT Yk DOR AR ey PR A EO, 
ELEM EBL KS DURE HY THIER Pk, Be EM WOE 
COMBAT AREAL. RRIALEE a, BNL Be AL 
SOTA HR, BAD AE RE, 但 为 了 分 
BRA, HS BTS 2 BD A OO YR 

8 iis FA DAR Se OIE PP DA) i: BI — 5G 
善 方 法 的 困难 性 。 胞 喀 喧 和 尿 喀 啶 可 用 25% 的 硫酸 在 175°C 下 
水 解 酵母 核 精 核 酸 2 小 时 而 制 得 吧 。 但 是 ,在 这 些 条 件 下 , 胞 喀 喧 
会 腊 氨 而 变 成 尿 喀 啶 。 其 他 全 被 采用 过 的 南齐 包括 在 120?Q 时 的 
—0.4~0.6N 盐酸 外 175°O 时 的 98~100% 的 甲酸 包 、175?g 时 
fy 20% 的 盐酸 外、12 W EO DLR =I TE 155°O 下 水 
解 工 小 时 中。 用 0.4~0.6 WV 盐酸 在 120?"0 "Pok ARNE Rem 

当 酸 的 淡 度 增加 时 , 喀 喧 碱 的 释 出 量 亦 增加 ; 可 是 , 胞 喀 啶 的 产量 
“对 尿 喀 啶 来 讲 是 低 了 , RAPE Le eA, 用 省 的 甲酸 可 
防止 胞 喀 啶 的 觅 氨 作 用 ,可 是 沟 这 样 处 理 后 ,所 得 的 尿 喀 啶 的 量 极 
低 ， 而 且 这 种 方法 全 被 发 现 不 适宜 用 作 尿 喀 啶 核 背 酸 的 定量 水 
解 吧 。 用 12X(70~72 匈 ) 过 氧 酸 在 100°O 下 水 解 工 小 时 几乎 可 以 
全 部 得 到 所 有 的 碱 基 "9 ,虽然 喀 啶 碱 没 有 全 部 彼 回 收 。 但 是 这 个 方 
法 ， 以 及 较 少 使 用 的 甲酸 方法 四， 便 彼 广 泛 地 应 用 于 核酸 的 分 析 。 
近来 , Dutta、Jones 和 Stacey" 4p HBR = Hel CLR FE 155°O 下 
水 解 80 分 钟 ; AAT eA 1 UR A ERB BIER A FF 
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还 有 一 个 优点 , 即 著 用 和 狂 层 析 法 进行 分 析 时 ,将 不 会 使 滤 狐 焦化 。 

用 上 比较 温和 的 方法 处 理 腊 氧 友 糖 核酸 时 可 以 很 容易 地 使 其 中 
的 腺 味 叭 和 岛 味 吟 涤 出 。 最 早 的 方法 是 采用 29 的 酸 在 1002O 下 
水 解 10 分 钟 。 所 得 的 产物 除 味 叭 大 外 , 还 有 一 种 高 分 子 量 的 、 不 
易 规 别 的 艾 余 物 ， 这 种 残余 物 称 为 胸腺 酸 中 ， 因 为 它 只 含有 胸腺 
喀 啶 ; 但 天后 发 现 它 还 含有 胞 喀 喧 ,了 0 。 用 控制 更 严格 的 制备 方 
229 Bde 87°C 下 、pH1.6 时 水 解 路 小 时 或 在 100°O FF, 
pH 2.8 时 水 解 工 小 时 ,可 得 到 一 个 更 易于 重复 产生 的 靶 称 为 去 味 ， 
哈 酸 的 物质 。 盐 酸 醇 溶液 合用 于 嗓 叭 碱 的 定量 测定 外 细 。 当 用 更 
强 的 酸 时 ， 则 含有 喀 啶 碱 的 多 核 背 酸 玛 基 可 进一步 被 降 解 成 胸腺 
喀 喧 和 胞 喀 啶 腹 氧 友 糖 二 磷酸 以 及 相应 的 单 核 背 酸 。 

用 盐酸 、 过 氧 酸 、 甲 酸 和 三 氟 乙 酸 进行 水 解 的 方法 介 秆 用 作 噶 
喻 碱 和 喀 啶 碱 的 定量 测定 ， 其 所 用 的 条 件 和 水 解 皮 糖 核酸 时 所 用 
的 条 件 颇 为 相似 。 在 120°C 下 用 盐酸 (6 W) 水 解 2 小 时 可 以 得 到 
ABATE, (EL al UI Se Be ROA YR BE 
7.5N 或 12 fost me" 在 100°C 下 水 解 工 小 时 可 以 得 到 更 
好 的 结果。 当 用 12 过 氧 酸 水解 时 ， 则 将 损失 少量 的 胸腺 喀 啶 ， 
但 是 这 种 损失 可 由 对 每 毫克 膀 氧 友 糖 核酸 使 用 不 超过 15 pl 的 过 
氧 酸 而 减低 。 使 用 甲酸 作 水 解 剂 时 入 得到 最 满意 的 车 果 , 其 所 用 
的 条 件 是 加 ,在 175"0 FH 98~ 100% 的 甲酸 水 解 2 小 时 ,但 也 可 
用 更 短 的 加 热 时 间 '2s' 2 。 使 用 更 弱 的 甲酸 (88% ) 在 175°O 下 水 
解 30 分 钟 亦 舍得 到 良好 的 车 果 'o。 (ER ae RE at, 
筷 嘎 只 和 郑 甲 基 胞 喀 喧 的 回收 量 都 可 以 由 使 用 比较 大 一 些 的 酸 对 
核酸 的 比例 (500 wl/mg) 和 和 避 有 驶 在 氧化 气氛 中 进行 水 解 而 得 到 坪 
加 。 近 来 发 现 用 三 氟 乙 酸 在 155?0 下 水 解 工 小 时 可 以 得 到 非常 满 


. 意 的 定量 和 结果” 。 


AAG 

ROL EMA EY , OBER RAS DBR TK SE Be BA EEE, Zk fe 
可 以 在 室温 下 用 1 aisha 1 盐酸 来 完成 。 但 是 后 一 方法 
较 不 适宜 ,因为 友 糖 与 顺 哈 所 成 的 苷 的 键 有 被 断 裂 的 危险 呈 ,3239 。 
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SEF IX BAKE, HABER WE CEP DY ILE 3 7k PE me EE A IE 
WR. FEAT EP ,似乎 满意 的 是 : 在 80°C 下 及 pH 18~14 
时 水 解 42 Ait ste)", FO. 氮 氧 化 钠 在 20~ 22°C 下 水 解 
18 小 时 ,用 江 的 氨 氧 化 按 在 45°O 下 水 解 8 KS) (在 其 他 条 件 “ 
下 用 氨水 解 会 产生 核 苷 ) 和 用 0.3X 氨 氧 化 钠 或 握 氧 化 钾 在 87°C 
下 水 解 18 小 时 8s5*sn (更 高 的 碱 江 度 , 例如 1 氨 氧 化 钾 , 会 引起 
FDIS WEE AK EF BE ER.) 。 用 这 些 方 法 所 得 到 的 核 背 酸 均 为 核 背 -2- 和 
-3 磷酸 的 混合 物 (BF F320). 

直 于 顺 哈 觅 氧 友 糖 核 音 酸 的 音 键 对 酸 不 稳定 以 及 这 种 核酸 对 


敌 未 解 的 抵抗 作用 ， 因 此 化 学 水 解 井 不 是 一 个 从 脱氧 友 糖 核酸 制 


备 单 核 背 酸 的 满意 方法 。 在 产生 碱 水 解 的 条 件 下 ,例如 用 1 毛 氧 
化 钠 在 100°O 下 进行 水 解 4 小 时 , Se jE EER DL OS 
和 胞 喀 啶 几乎 完全 觅 氨 巴 。 但 是 ,温和 的 酸 水 解 将 产生 喀 啶 -5'- 磷 
酸 和 喀 啶 -3', 世 -二 磷酸 的 混合 物 Bs~ 扫 。 - 

核酸 的 酶 促 水 解 亦 可 用 于 核 背 酸 的 制备 。 但 是 ,用 核糖 核酸 
酶 使 皮 糖 核酸 水 解 ， 其 作用 不 能 完全 器 。 这 是 因为 核糖 核酸 酶 不 
能 水 解 皮 糖 核酸 中 所 有 核 背 酸 间 的 键 , 而 只 有 那些 3'- 喀 啶 核 苷 磷 
酸 基 团 与 相 邻 的 味 哈 或 喀 啶 核 苷 酸 问 的 下- 羟基 问 的 键 彼 水 解 的 
糙 故 只 ~ 和 霹 。 因 此 相 邻 的 味 哈 核 昔 酸 问 的 键 以 及 在 一 个 下 =- 喀 啶 核 
背 磷 酸 基 团 * 和 一 个 相 邻 的 味 叭 或 喀 啶 核 背 酸 的 3'- 产 基 问 的 鱼 


SIAN BAK IE it DAG BE AE OBR BET FE Te RS PE 3'— PRE ET 


” 酸 和 3'- 胞 喀 啶 核 苷 酸 以 及 寡 核 苷 酸 的 混合 物 。 核 背 -5 -磷酸 也 可 
以 从 成 糖 核酸 制 得 ， 但 是 这 些 核 苷 酸 不 能 借 化 学 鼓 剂 的 水 解 而 获 


得 ,其 原因 将 在 第 作 章 中 寻 论 。 可 是 蛇毒 磷酸 二 酯 酶 , 当 除 去 台 - 单 
酯 酶 的 活力 后 能 产生 一 个 含有 四 种 Bf- 核 背 酸 、 喀 啶 -2 , BA 
bz—8! , WR ME TR DL UMA BAF By UL A a, GAD 
混合 物 中 可 用 离子 交换 层 析 法 将 BEB BS HK 

脱氧 友 糖 核 苷 酸 也 可 以 用 酶 促 水 解 来 制备 。 在 用 小 牛 胰腺 的 
脱氧 核糖 核酸 酶 将 肌 氧 友 糖 核 配 消 化 后 ， 用 离子 交换 层 析 法 可 以 
~ ® JRSCRL, Bekie (BARE) : 
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Ay HS HH Pe RA 8 TR, UREA ARS 
应 用 从 Micrococcus pyogenes’ Hao MAR IRB 8” Ha 5p Bie HH a 
5) EAS, BS AK BSA Hill 4 EC AK F-8' RFR 
AK RENE 

友 糖 核 普 可 以 从 友 糖 核酸 用 较 那 些 用 于 核 普 酸 制备 的 更 剧烈 
的 水 解 条件 来 制备 。Levene 和 Jacobs?" 应 用 了 溃 的 氧 氧化 锭 
在 175~180”g 及 加 压 下 进行 水 解 8.5 小 时 ,而 Bredereck, Martini 
和 Richter?” 则 使 用 吡啶 的 水 洲 液 。 为 了 增加 产量 ,对 这 两 个 方 
EARS EMER! 。 应 用 上 壕 两 种 化 学 水 解 中 的 任何 一 种 ; 核 
$F ta FY DLA AS A FBP FRO, FER PSR, | 
DUI We 7A SE SE a HY A , ZS HR FE Te 

BA He PRR RB ee RA eee 
+P EWA BEE HE DEK ED EES FAS BE De FA. 
Hath ZA FAME ZK ER Hl BAZ =F, Anderson, Dekker #1 Todd’) 介 
叙述 了 一 个 方法 , 先 将 腊 氧 成 糖 核酸 用 觅 氧 核糖 核酸 酶 水 解 ,水 解 
后 不 立即 进行 分 离 ， 而 在 银 离 子 的 存在 下 使 腺 味 喻 腊 氧 友 糖 背 腊 
氮 酶 的 作用 受到 抑制 ,然后 用 肠 磷 酸 酶 水 解 ,将 胸 氧 友 糖 核 苷 酸 中 
的 磷酸 除去 。 


水 解 产物 的 离子 交换 层 析 分 高 


用 离子 交换 层 析 法 尽 分 离 从 核酸 水 解 所 得 的 嘎 吟 硕 、 喀 啶 碱 、 
核 背 和 核 音 酸 的 方法 不 仅 可 作为 分 析 的 方法 ， 而 且 也 可 用 于 制备 
这 些 化 合 物 。 近 年 来 这 个 方法 介 彼 相当 广泛 地 用 于 制备 不 能 用 其 . 
他 方法 制备 的 核 苷 和 核 音 酸 。 这 个 方法 的 最 大 成 就 之 一 就 是 能 名 
分 离 出 磷酸 基 团 在 友 糖 的 2%- 和 3'- 位 置 上 的 成 糖 核 昔 酸 的 带 构 


HK, Oobn 及 其 同 工 者 se 咖 全 大 大 地 发 展 了 这 个 方法 。 


其 他 文献 59 佛 广泛 地 叙述 了 离子 交换 层 析 的 一 般 方 法 。 苇 酸 
降解 产物 的 分 离 则 往往 使 用 标准 的 技术 。 通 常 是 测定 沙 液 在 
260 my. 处 的 光 吸 收 程度 作为 洗 腹 液 的 分 析 。 最 常用 的 离子 交换 
树脂 为 ;: 强 碱 型 阴离子 交换 剂 Dowex-1, Dowex-2 和 Amberlite- 


PP 


WETS Ti, ORE Hi, AEF AA EY PRY HE AR 67 
IRA-400; 强酸 型 阳离子 交换 剂 Dowex-50 Fi Amberlite—IR-120 
以 及 弱酸 型 阳离子 交换 剂 Amberlite-IRO-50。 
游离 的 哄 喻 碱 和 喀 啶 碱 以 及 核 背 可 以 含有 各 种 可 电离 的 基 
Al, 如 果 不 考 虑 只 在 强 碱 中 才 电 离 的 糖 状 基 , 则 这 些 可 电离 的 基 
团 为 : 腺 顺 哈 、 饥 呀 哈 和 胞 喀 啶 中 的 氨基 以 及 篇 味 哈 、 尿 喀 啶 和 胸 
腺 喀 啶 中 的 一 NH 一 00 一 的 解 离 。 这 两 类 电离 基 团 的 PKG fi ( 参 
看 第 七 章 ) 分 别 在 3.2~4.5 和 9.5~10.0 RA, RAR 
一 个 弱酸 的 解 离 , 其 PK, 值 为 9.8。 这 个 数值 极 可 能 代表 咪 唑 环 
rh —NH— 到 —N— 的 解 离 。 
”” 斑 于 核 背 酸 , 除 上 述 的 解 离 外 ,还 存在 着 磷酸 的 一 级 和 二 狼 解 
BS, 它们 的 pK 值 狗 分 别 为 1.0 和 6.5 。 因 为 这 些 带电 的 基 团 不 
同 , 因 此 洗 脱 可 以 用 二 加 竞 等 离子 的 省 度 并 蕉 持 沙 液 pH 不 变 , 因 
而 使 离子 上 的 电荷 恒定 的 古 法 来 进行 ， 或 更 通常 地 用 坪 加 竞 委 离 
FHA pH, 使 被 吸附 的 离子 上 的 电荷 减少 或 增加 的 
方法 来 进行 。 
核 背 酸 中 磷酸 基 团 的 存在 使 核 苷 酸 的 离子 交换 行为 与 味 叭 
” 碱 . 喀 啶 碱 和 核 背 类 的 离子 交换 行为 有 明显 的 不 同 , 因 此 这 两 类 有 物 
质 的 离子 交换 行为 将 分 别 予 以 讨论 。 
“在 酸性 溶液 中 , 饲 味 哈 、 腺 嘎 哈 和 胞 喀 啶 的 氨基 以 及 相应 核 昔 
的 氨基 均 解 离 为 阳离子 ,其 pK 值 按 所 壕 砍 序 而 二 加 (参看 表 8 
”和 9，, 第 七 章 )。 尿 喀 啶 和 胸腺 喀 喧 以 及 相应 的 核 苷 没有 氨基 , 因 
而 不 被 气 型 阳离子 交换 剂 吸附 到 任何 可 以 觉察 的 程度 。 图 18 表 示 
出 人 工 襄 和 的 酵母 核糖 核酸 的 四 个 碱 基 在 Dowex-50 (H* 型 ) # 


上 用 阳离子 交换 的 分 离 。 洗 腹 是 在 提高 竞 等 离子 的 省 度 而 不 改变 


其 电荷 的 情况 下 进行 哇 瑟 加。 在 这 个 交换 系统 中 胸腺 喀 啶 犹如 胸 
RR WE ARE AL RM DE BEE RE, ARABS BRE IE, AD EAR 
BES, LIAR BRIDE. UIE AEE eames eB A Td B— 
基 胞 喀 啶 则 紧 随 之 ca 。 增 高 溶液 的 pH DUVET YEMEN REHEAT 


用 于 分 离 嘎 哈 碱 和 喀 喧 碱 的 混合 物 , 虽 然 Reichard 和 Estbornsel 


代用 这 个 方法 以 分 离 同 位 素 标 刀 的 腹 氧 成 糟 核 苷 。 但 是 一 般 来 
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DE EA TEA BEE (EE 9 HS, EE Oe Ais 
5, DABS PE TF TERE _L AEB i 4 


3.0 PDR El | Rem mE 
HX 
5 
ia) 2.0 
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44 1.0 
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2N HCl 的 体积 ml 

13 FARA RSF 28 hE: (Dowex-50-H*) Bre ry Heng FS 

. ALN EA EU A HIS 


(W. E. Cohn: Science 1949, 109, 377 页 ) 


—NH—OO— #5 SES FS, I oR ED Ba 
ROE ET AS BASE. FERRIS Hp, PRU RAY DOES , 1H ER 
mL EEE HB, HHP PETE EE EE RSS, ROR 
(SEAS LNA aL UE A EAS fg ESOP. FA 14 Se 
EL a Gi UME We TR BS HS BEEF 9 VEE A 15 pas 
BAF SMO MIEN EEE. RAT 
AMI 5 BF I ORMEER IS HER PE EEE , LH 
Wy Ae EFS LIS ie AZ EF ALE ee LS AL ZEA, BRT BE 
它们 分 开 (\ 图 15， 。 但 是 , Anderson, Dekker fn Todd" 采用 了 一 
个 适合 于 大 规模 制备 腊 氧 友 糖 核 苷 的 方法 ， 便 成 功 地 分 离 出 腺 嗓 
喻 和 胞 喀 啶 的 脱氧 成 糖 核 苷 。 他 们 用 甲酸 包 稻 冲 液 (pH9.8) Be 


BRR Fa RUIN ae RA OA ka A. Dowex-2 HEE VEER, 


BR JRE A WR SE CY EEE a He, EF 99 2 PE 


SE ENR HL 69 
交换 剂 Amberlite-IRO-50 +§_ ET RARC. TREE T 


HELE EAE « 
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Re 
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Fa 胞 路 啶 
sa PROG OE 
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NH,OH-NH,Cl #eubygny BR ml 
图 14 ARAB 2HRE: (Dowex-1-Kte) SEN SIT Be, 
ME ad ROE AL HG ND, 89 ZS 
(W. E. Cohn: Science 1949, 109, 377 页 ) 


HIBPRAALECKAAHRBEA, A eMMme+ 
BE Bh RS PA: ERAS a Me ah FPA EF BY SC ee PEA A I] BR 
Wie AK EF | i SAY Er FS SB As A RSE , 因 
”此 在 低 到 相当 低 的 pH 值 时 仍 保 留 其 阴离子 性 质 。 这 些 两 性 电解 
质 的 等 电 点 是 在 pH 和 2 之 间 。 如 图 16 所 示 , 在 pH5.5~2.0 
范 园 内 , 当 pH 因 氮 基 的 电离 而 减 小 时 , RA pA, AAA 
为 氨基 在 不 同 的 核 昔 酸 中 具有 不 同 的 PKG 值 , 因 此 在 基 一 答 定 的 
TH 时 ,个 别 核 昔 酸 上 的 奖 电 荷 就 不 相同 。 交 电荷 的 不 相同 就 构成 
了 离子 交换 分 离 的 基础 。 尿 喀 喧 核 音 酸 Cig BR AE ME WG: SL wR BE AK 
昔 酸 亦 然 ) 没有 氨基, 因而 不 带 正 电荷 。 图 16 所 示 的 在 pH 
2.0 以 下 的 和 盈 电荷 的 改变 是 由 于 离子 化 的 一 航 磷 酸 解 离 的 泣 定 
BX 
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if 
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在 265 mw 处 的 光 密 度 
oO 
局 


2.5 


800 ml 


0 
通过 柱 的 体积 
图 15 用 阴离子 交换 方法 (Dowex-] 二 -甲酸 盐 ) 所 作 的 呆 喻 碱 \ 路 喧 碱 、- 
BAERS 
(W. E. Cohn: J. Amer. chem. Soc. 1950, 72, 1474 BH) 


“HEAE PATHS ES BLA DR AB IL TO BA RB 


Fy, lita WB Ha A He HET HH HO VE PE Dee, ” 


WAT Be HA FMLA BI AY 45 BS te Se (PA 17) , 必须 假定 交换 剂 吸附 味 ， 
啥 碱 的 能 力 狗 三 倍 于 吸附 喀 啶 碱 的 能 力 eo 。 

Oohn 和 Khym"” 便 群 甸 令 述 了 四 个 友 糖 核 苷 酸 的 分 离 ( 混 
pte 8 Ae). 图 1 ee 人 下 全 全 村 和 


PE VENT AE 
阴离子 交换 树脂 (Dowex-l sy -2, Amberlite-IRA-400 sk -410, 200~ 


400 PHAR, 8~10% WA) EVRA. FE ATER AY 
BEF DL RIE A El — SBE DAS BO, ZEEE By 


We Ble A Hi, AES AA PR Hz MR 71 
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+0.2 
eM AY AY -3' He 
RRM AZ AL—5’ ER 
0.0 胞 路 啶 核 蔡 酸 


PROB MERLE RR 


pH 
图 16 每 个 核糖 核 昔 酸 分子 上 的 电荷 与 pH 的 关系 
(W. E. Cohn: J. cell. comp. Physiol. 1951, 38 补充 本 了 24 FH) 
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0.04 0.07 0.1 0.2 0:4 0.7 1.0 2.0 4.0 
相对 分 配 系 数 
图 17 核糖 核 昔 酸 的 相对 分 配 柔 数 ( 洗 膀 峰 的 位 置 ) 的 观察 值 与 p 瑞 的 关 肤 
(W. E. Cohn: The Nucleic Acids Vol. 1 (Ed. E. Chargaff #1 J. N. 
Davidson): Academic Press, New York 1955, 223 页 ] 
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Oa: 下 
HOCO1L 的 体积 (由 pH 校正 的 ) 
图 18 用 阴离子 交换 (Dowex-2- 氧 化物) 分 离 核 糖 核 昔 酸 
Se Ae TRS AY i HE 
(W. E. Cohn: J. Amer. chem. Soc. 1950, 72, 1476 Fy) 
低 高 度 应 为 10 em， 而 所 含 树脂 的 最 小 体积 应 该 是 : BEARER A 
20 ml, — BSP BAKA RAH BIB, PATER TE BY 


速度 。 树 脂 的 制备 是 将 10 个 柱 容量 (CV) 的 IN SSSA, 274 CV AD 


1M ACB AMR, 10 个 CV By IN 盐酸 洲 液 和 2 个 CV Rizk COE Dit HA He BY 


pH AF 3) EIS. “GOERS ERO AS (BB LD , WR 


酸 - 聚 共 乙烯 离子 交换 剂 (Dowex-50 BK Amberlite—IR-120) (631 #§ 5238 pH5, 
而 交换 剂 则 借 过 滤 或 倾 出 的 方法 除去 。 将 交换 剂 洗 次, 洗 液 并 入 滤波 中 ,然后 


”加 所 使 滤液 的 pH 提高 到 8 以 上 。 再 将 滤液 稀释 ,使 总 阴离子 (包括 核 苷 酸 ) 


BYIRBESSA 0.01M, 然后 将 其 以 不 大 于 3 毫升 /平方 厘米 /分 的 流速 流 过 交换 
剂 , 使 了 明 离 子 吸附 在 交换 剂 上 。 交 换 柱 用 2 CV 的 水 和 10~20 CV py 0.01 7 
毛 化 急 洲 液 洗 次 (下 到 流出 液 的 DH Kez 7 DIF) DABRSS BP a BE 
碱 。 若 水 解 产 物 中 有 无 机 磷酸 盐 存 在 , 则 应 该 先 用 0.04 M Stik ok vs HR (10 


WO ie a WO AES AES PRY HE AK 73 


“CV)， 继 之 用 3CV 7kvEHEE 。 | 

FARRER (0.002 N) Bee, 其 洗 腕 过 程 可 用 分 光 光 度 法 测定 洗 腕 
液 在 260 mw AAVEBOHORIE RR. Hee IRE AY 10 CV 内 被 除去 ， 
Se > Fl Hepes WS pete Bt i (yt 30 CV 内 出 现 )。 当 洗 腊 波 的 光 窗 度 值 重 
新 降 至 低 于 0.01 时 ， 用 狗 100 CV 的 0.C05 N FRE ROR ERAS 
VHRR AU. 核 芽 酸 的 分 离 也 可 以 在 甲酸 盐 交 换 柱 (在 开始 时 的 
- 几 个 步 屋 中 用 甲酸 盐 代 替 毛 化物 ) 上 用 0.12 甲酸 来 进行 或 在 乙酸 盐 交 换 
柱 ( 在 开始 时 的 几 个 步 屋 中 用 乙酸 盐 代 替 毛 化物 ) 上 用 0.3W 乙酸 来 进行 652]。 
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体积 (由 PH 平衡 而 来 ) 
图 19 用 阴离子 交换 方法 (Dowex-1- 毛 化 物 ) 分 离 觅 氧 皮 糖 核 蔡 酸 
(E. Volkin, J. X. Khym 和 W. E. Cohn: J. Amer. chem. Soc. 1951, 73, 1534 页 ) 
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Volkin、Khym 和 Cohn! 首先 叙述 了 脱氧 友 糖 核酸 沟 酶 消 ， 
化 后 所 产生 的 股 氧 友 糖 核 苷 酸 (-5'- 袜 酸 ) 的 分 离 。 其 典型 的 层 析 
EL 19, 腊 氧 戊 糖 核 苷 酸 的 分 离 吧 ,saven gn eR RY 


类 似 , 其 中 只 是 胸腺 喀 啶 腊 氧 成 糖 核 背 酸 (胸腺 喀 啶 核 蔡 酸 ) 代替 


T Ree. Cohn, Volkin 和 Khym"™®! 对 这 个 方法 合作 了 


全 面 的 描述 


将 0.1~1.0% 的 腊 氧 戊 糖 权 酸 游 液 在 水 滩 上 在 100°C “F pnd 10 5 


钟 ,以 除去 其 中 的 任何 磷酸 单 酯 酶 7， 然后 使 洲 液 中 硫酸 镁 (Mg : P=1:10) 
的 省 度 达到 0.03 M DI Tekin ers ARR BSA ihe BE Ay 0.02% 1881, FE fe 37°C 
PeRio FERRI A Bs BA LSE PH 保持 在 6~8 Zi. ME 


1~2 小 时 后 Eh A Bee — SO Ah Ha pH BS A9 Zs 


间 。 水 解 作用 在 5~6 小 时 内 完成 。 在 水 解 过 程 中 将 游 液 用 稀 所 氧化 钠 游 液 


沛 定 , 使 p 瓦 保持 不 变 。 水 解 完全 后 ,加 入 毛 氧 化 铁 使 洲 液 的 温度 变 为 0.127， 


然后 将 溶液 稀释 ,使 总 的 阴离子 玫 度 (包括 核 芽 酸 ) 小 于 0.01 M, 并 使 其 在 交 
ALLE. AUR DT IR PE, KB TE TEU CE LEAT. HE 
在 柱 上 吸附 并 如 前 洗 潍 后 ， 用 狗 50 CV 的 0.001 N SEAR PE MERE Mame tes 


HER, FEA 40 CV 的 0.002 N REAR EY RHR. TRUER 


酸 旭 用 30 CV 的 0.003 N ZkRRVENE, TBE SS ERA 0.005 N 的 盐 
Be Gk) 70 CV) YEME. KANE ATLA DOE A Reha ZERO TEE. 


SURPRISE EE I RR 
4f -2- 和 -3'— BER Ma Pils RELA FP BGO Be EE OIE 


AB HE ACEP AE TS BEEF —2'— 和 -3 HRS BBA De BE AK We 


FD PED). Bet DR AR Gk 7 PRL Hl WOE IS A KY FB By 


(BABA) 。 


ELAR 7 LRM Be EER MRE oe EERE SH 
的 解 离 常 数 (参看 第 七 章 , 表 9) , 其 氨基 的 pK! (AAI ES 
的 PK4 值 依 5'-, 2'- 和 3'- 的 次 序 而 减 小 。 旗 然 在 必要 的 分 部 “ 


条 件 下 , 异 构 体 在 洗 腹 时 呈现 这 样 的 次 序 , 这 似乎 是 , 因为 异 构 体 


的 其 他 因素 几乎 不 变 , 那么 这 些 基 团 的 解 离 就 构成 了 分 离 的 原 “ 


国 


腺 嘎 喻 核 苷 -2 -磷酸 ( 腺 嗓 叭 核 音 酸 a) 和 腺 叶 喻 核 苷 -3'- 磷 酸 


Pee ae oe oe eer eee se ee eee 


‘ 


Wa i WR A AA ES Py 42 BK 75 


(BN BEEF IR b) FY DL FAR") HELO 或 乙酸 盐 的 层 析 
Fie DAFF (A 20) , PELE SAME ER RSE, 其 原 
| 2h EBS pH 38~4 HI, 另 一 部 分 是 由 于 甲 
RNA RM, (A, WOR IN AVERETT UE, HR 


FA Pr Eh ie BG Foie Hs AY BEA , TAT IEY FF Eh A Ze ERS CE 
吸附 前 就 必须 加 以 稀释 "人 RE Te BD AT FS AE A DR A Er 


—« Webht EleI—AE LE, EFT TRB A Dk ray eek ze 2 meg, 


| RWIS (fade) 不 宜 大 于 0.01 1 。 将 层 析 柱 按 


”前 法 洗 泛 ,而 腺 叶 喻 核 音 酸 的 异 构 体 则 用 150 OV 的 0.02 NV 盐酸 


Se x 


Dh DBE BE, PR -2' BRITE T 45 OV 后 出 现 ， 在 


70 OV Fey Hiss FU TE ie, 1h BRM AK EP 3’ -磷酸 则 在 狗 120 OV AYIA 


aah 0.04 M FARREE-+0.004 Bf 甲酸 一 -| 
18 


FRM NE 
ER BMT ER 
; 5! 2' 3! 5! 9! 3° 
HX 
#9 2. 
R 
= ~ 
3 
= 
et: O.D 
x O-D any 
Hi 1. | 
Dg Pe ake pee 


poten 
0 O01 02 0.3 04 0.5 0.6 0.7 0.8 


; 通过 柱 的 体积 升 
图 30 用 阴离子 交换 方法 (Dowex-1- 甲 酸 盐 ) 所 作 的 -2-、-3- 和 
-5/- 核 糖 核 昔 酸 异 构 体 的 分 离 


[W. E. Cohn: The Nucleic Acids Vol. 1 (Ed. E. Chargaff #n J. N. 
Davidson): Academic Press, New York, 1955, 230 页 ] 
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到 顶峰 。 胞 喀 哇 核 苷 -2%- 和 -3/- 磷 酸 可 用 类 位 的 方法 用 0.001 M 
盐酸 oa 或 一 个 甲酸 盐 或 乙酸 盐 系 业 四 ,路 电 和 加 以 分 离 ; RE 


核 苷 -2- 和 -3'- 磷 酸 可 用 0.05 M A mege An 0.00125 M 甲酸 在 甲 


Pee E47 Be 54, 60, 70] ; 篇 味 吟 核 苷 -2/- 和 -3'-- 磷 酸 则 用 0.005N , 
SLATER (LUTE: LIPO! 人 ra。 所 分 离 的 异 构 体 则 从 稀 溶液 中 
在 更 小 的 柱 上 用 再 吸附 的 方法 进行 沽 ， 工 洗 腊 在 水量 的 0.1 广 


盐酸 中 oa。 


离子 交换 的 分 离 方 法 也 可 以 应 用 于 核 苷 二 磷酸 、 午 核 背 酸 以 ， 


及 如 在 第 三 章 中 所 令 述 的 应 用 于 核酸 。 为 了 促进 分 离 , 亦 全 采用 
KH). 在 这 些 烙 合剂 中 最 有 效 的 是 碘 酸 , 它 常 以 四 码 酸 盐 
(和 KB.0;) 的 状态 存在 于 溶液 中 。 和 采用 硼酸 盐 系 竹 可 以 显著 地 坎 


™ o> + 


DVR RA) 。 核 苷 酸 以 及 核 苷 酸 异 构 体 的 分 离 也 可 以 在 


_ 盔 酸 盐 系 巧 中 进行 而 得 到 一 些 分 离 上 的 改进 “”。 


水 解 产物 的 约 层 析 分 离 


自从 Vischer 和 Ohargaffrmn 以 及 Hotchkiss 第 一 次 证 实 可 
用 纸 层 析 方 法 分 离 核酸 中 的 组 分 后 ,这 个 方法 进展 得 很 快 ,并 且 普 
肖 用 作 定量 的 分 析 方法 。 这 个 方法 具有 上 比 离子 交换 方法 使 核酸 和 粗 
分 分 离 得 更 快 的 优点 ,虽然 它 很 少 应 用 于 大 量 物质 的 分 离 。 已 多 


诗 论 过 在 核酸 中 存在 着 酸 - 碱 基 团 的 组 分 ,这 些 硼 分 能 促进 它们 本 “ 


身 的 吸附 。 应 用 狐 层 析 技 术 时 需要 克服 的 主要 实 芥 困难 是 在 颖 上 


确定 斑点 的 位 置 ， 因 为 这 个 方法 的 完全 成 功 取决 于 用 灵敏 的 和 便 


利 的 方法 来 作 斑点 的 鉴别 。 
早先 的 方法 有 若 于 将 核酸 组 分 与 汞 构成 略 合 物 ， 然 后 将 其 中 


的 汞 变 成 硫化 示 而 使 核酸 组 分 能 被 觉察 rm， HIT RSE 


意 剪 开 ,， 借 洗 腊 作 用 以 及 洗 腹 液 的 分 光 光 度 测定 以 估 许 滤 度 外。 
但 这 些 方法 都 不 十 分 合 人 满意 ,前 者 麻烦 而 且 相 当 不 灵敏 ,后 者 则 
缺少 分 辨 能 力 。 随 着 在 核酸 组 分 的 最 大 吸收 范围 内 高 度 发 射 的 柴 


外 灯 的 应 用 , 核酸 组 分 的 鉴别 有 了 显著 的 进展 。 于 是 在 滤 移 的 丽 、 


HARE, 可 看 到 核酸 组 分 位 置 的 黑 虹 区域 %s*s0 。 在 进行 实 栓 时 
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的 未 碳 灯 (能 发 射出 它 的 辐射 的 80 允 ,为 254mHw 


Skee) 和 一 块 石英 滤 光 片 。 另 外 一 个 比较 费力 但 能 供 欠 一 个 持 : 


失 的 层 析 如 的 其 实 大 小 记录 的 方法 ， 就 是 在 紫外 光 下 作 一 个 层 析 
讲 的 接触 照相 ss。 所 用 的 紫外 光 是 沟 过 滤 光 的 ， 外 和 争 的 硫酸 
盐 溶 液 与 氧气 信用 求 分 离 从 高 压 示 灯 来 的 254 mm 和 265 mn FH 
BO), AA PRA GBILAT AY 257 mw 与 275 mm BERT DIGS 
到 略 高 的 灵敏 度 B8l 。 在 显 过 影 的 片子 上 , DMEM 
景 上 显 出 白色 的 斑点 ;这 些 斑 点 因而 可 以 自行 描绘 在 层 析 计 上 
照相 的 方法 也 可 以 当 作 一 个 非常 灵敏 的 方法 用 以 检 出 象 骗 咕 
附 及 其 衔 生物 一 样 的 物质 的 斑点 ， 这 些 物 质 在 某 种 情况 下 产生 束 
。 光 号 。 这 个 方法 亦 全 被 用 以 检 出 从 用 8- 偶 氮 饲 味 哈 处 理 后 的 有 


机 体 中 提取 出 来 的 成 糖 核酸 的 不 同样 品 中 存在 的 小 量 8-H ES. 


嗓 啥 核 背 酸 吧 ,8 。 此 效应 可 以 在 层 析 计 与 照相 颖 之 间 嵌 大 一 张 纤 
蕉 素 硝酸 酯 片子 以 照相 记录 。 

适用 于 核 背 酸 以 及 其 他 磷酸 酯 的 其 他 检定 方法 是 用 酸性 钥 酸 
盐 溶液 作 颖 层 析 计 的 喷洒 ， 用 热 、 光 或 酶 使 酷 发 生 局 部 水 解 以 及 
”使 所 生成 的 磷 钥 酸 攻 合 物 还 原 成 蓝 色 的 化 合 物 呈 叫 。 避 驳 需 要 
”使 核 昔 酸 水 解 的 方法 包括 用 铀 0 及 用 铁 离 子 嘱 的 固定 作用 。 亦 
”可 用 不 同 的 糖 基 久 检 出 核 苷 吗 。 用 过 丰 酸 盐 将 友 糖 氧化 成 二 醛 ， 


然后 再 用 Schiff 南 剂 检 出 所 生成 的 二 醛 亦 能 检 出 成 糖 核 背 。 膀 氧 Bi 


| BRE ET A Dische —Alie ie yak A Feulgen 反应 来 检 出 。 


Wyatt? Di & Markham” 4e Riki BHROBMATE, 


然 上 行 层 析 法 对 取得 小 型 双向 层 析 计较 为 便利 ， 但 通常 所 用 的 是 
下 行 层 析 法 , 这 样 溶剂 就 可 以 流出 滤 颖 之 外 。Whatman No. 1 je 
MATS tt AMMA, 但 应 用 于 制备 的 工作 , 则 更 厚 的 No. 3 
MM 滤 和 狐 更 为 可 取 。 为 了 要 作 定 量 分 析 , 在 每 个 斑点 内 ,每 一 嘎 喻 
或 每 一 喀 啶 的 含量 必须 锡 为 80 we 或 其 相当 的 量 ， 虽 然 更 小 的 量 
也 人 成 功 地 秆 使 用 过 。 产 生 一 个 斑点 最 好 用 10. ~ 15 wl PA HR, 
应 当 取 与 武 输 斑 点 在 同一 平面 上 的 平行 径路 作为 空白 。 在 用 分 光 
光度 法 测定 省 度 以 前 ,空白 与 献 验 斑点 都 要 用 5 ml 的 0.1 W 盐酸 


和 
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MINH. | 
_ 虽然 溶剂 的 选择 还 略 受 这 样 的 事实 所 限制 ， 邵 在 紫外 光 下 有 
吸收 的 物质 不 能 使 用 ， 但 在 狂 层 析 中 仍 售 沟 采用 过 许多 种 的 洲 剂 
系 竹 。 但 是 大 多 数 溶剂 系 葬 都 是 以 脂肪 醇 为 基础 的 ,因为 它们 可 
以 在 中 性、 酸性 或 破 狂 的 情况 下 使 用 。 一 个 重要 的 因素 是 洲 剂 中 
存在 的 水 的 相对 量 ; 例如 , 改变 正 丙 醇 - 水 混合 物 的 水 含量 时 ,在 
EE Bra EA RM A RRS RS CET BO, 
Fit kik, 必须 用 固定 的 水 汉 度 , 通常 是 恰 在 角 和 之 下 , 而 不 是 
一 个 饱和 溶液 , 这 样 水 的 滤 度 就 与 温度 无 关 。 其 他 影响 分 离 的 因 。 
素 是 pH 与 离子 强度 。 核 酸 组 分 的 电离 将 改变 分 配 的 情 沈 而 有 利 
于 水 相 , 因此 pH 的 控制 是 重要 的 。 改变 盐 省 度 的 主要 影响 是 对 
水 和 有 机 游 剂 的 互 洲 , 可 是 溶质 的 溶解 度 也 会 受到 影响 ,而 且 增加 
了 溶质 的 吸附 。 含 氨 或 不 含 氨 的 正 丁 醇 水 溶液 是 最 初 用 以 分 离 核 
酸 租 分 的 溶剂 中 的 一 个 中 吗 ， 井 且 仍 为 最 有 用 的 一 个 。 氨 最 好 加 
入 到 槽 底 的 溶剂 中 , 因为 这 样 能 保持 更 恒定 的 状态 。 用 这 个 溶剂 
系统 ,在 核酸 中 所 发 现 的 全部 嗓 吟 破 和 喀 啶 碱 均 能 彼此 分 离开 来 。 
但 是 , 这 个 系 芒 对 饲 顺 哈 的 容量 则 低 。 对 含有 相当 高 骗 味 啥 汉 度 
的 混合 物 宁 可 采用 酸 狂 系统 。 与 盐酸 在 一 起 的 相 丁 醇 四 或 异 丙 


醇 29 都 可 应 用 。 


下 面 烈 出 一 个 可 用 于 实现 大 多 数 分 离 的 溶剂 的 目录 509; test q 
些 实例 中 , YAM MARTE ACR PPR, 因为 
Markham™ 人 对 它们 作 了 修改 。 

1. 正 丁 醇 (860 ml), 7K (140 ml) 84) 。 

2. 157) 1 HA, AR (LEO. 880 的 氨水 的 体积 以 59 
计 ) 加 于 槽 底 的 液体 中 。 

3. 正 丁 醇 (770 ml), 水 (180 ml), 98~100% 的 甲酸 (100 
ml) 82) 。 | 

4. UT BE (700 ml, 在 26°O) , Wh ke Eh e (182 ml) ,在 20"0 
下 加 水 到 1 FI-'6 12, 84, vey ak” 

5， 5¢ AU BE (680 ml), eth (164 ml, 比重 1.19), 加 水 到 
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a3 ony 
6. S¢IGRE (700 ml) , 水 (30 ml)， 另 加 比重 为 0.880 的 氨 深 
液 (每 升 槽 容量 加 0.85 ml), 
了. 饱和 硫酸 侯 水 溶液 (800 ml) , 1 M HERES (200 ml) , 异 两 
B (20 ml)" , 

前 三 个 溶剂 适用 于 顺 哈 碱 ， nee RAE 但 是 溶剂 2 不 适用 
于 作 扁 顺 叭 的 定量 分 析 , 它 最 好 用 溶剂 3 或 5 进行 分 析 。 溶 剂 3 对 
核 背 特别 有 用 。 核 苷 酸 在 所 有 前 三 个 溶剂 中 极 少 移动 而 仍 靠 近 原 
Ko WA 4 适宜 于 研究 酸 水 解 产物 , BREE OS, OS, 
酷 啶 核 苷 酸 和 尿 喀 啶 核 苷 酸 分 离 。 深 剂 5 便 彼 广 泛 应 用 于 核酸 的 
， 酸 水 解 产物 和 碱 水 解 产物 ,其 中 所 有 的 碱 基 都 可 彼 分 离 。 这 个 溶剂 
特别 蕉 推荐 用 于 含有 高 波 度 饲 嘎 啥 的 混合 物 的 分 离 。 这 个 溶剂 亦 
能 使 核 背 、 单 核 背 酸 以 及 小 的 寡 核 苷 酸 分 离 es'loovao。Laland、 
Overend 和 Webb" ?* 应 用 了 一 种 类 似 的 酸 溶剂 ,但 使 用 了 正本 
醇 ( 正 丁 醇 , 0.5 N 盐酸 , 2- 甲 氧 基 乙 醇 , 其 体积 之 比 为 80:17:10)。 
溶剂 6 可 使 小 的 寡 核 背 酸 与 单 核 背 酸 分 离 , 它们 都 是 以 -2- 或 
-8'— 的 形式 存在 。 洲 剂 6 TR MAP ERA De eg Sy 
$$ — BEE 5} BS? 21, Brown 和 Todd 及 其 同 工 者 亦 应 用 这 个 洲 
剂 使 环 状 单 核 苷 酸 9 SRR SO, PAH TEE AE 
-2- 磷 酸 中 分 出 核 苷 -3'- 磷 酸 特别 重要 ; 只 要 顺 哈 或 喀 啶 带 有 一 个 
氨基 , 这 种 分 离 就 能 完成 ( 尿 喀 啶 核 苷 酸 的 异 构 体 不 能 分 开 ) 。 这 
”不 溶剂 也 能 使 环 状 -2,，3'- 磷 酸 从 -2'- 或 -3'- 磷 酸 中 分 出 a2。 

对 于 一 个 混合 物 用 单 向 层 析 法 分 离 感到 太 复 杂 时 ， 可 用 一 个 
有 用 的 双向 层 析 系 入 ， 这 个 系 葡 系 由 异 丙 醇 -盐酸 溶剂 与 正 丁 醇 - 
氨 洲 剂 或 与 异 丙 醇 - 氨 溶 剂 合 井 粗 成 而 加 以 使 用 。 

应 用 溶剂 12,3 和 5%" 时 的 味 喻 碱 喀 喧 碱 和 核 苷 的 Re fit 


色 带 的 移动 wR IE AN aE OS 
(Be = pe rar aeay ) UCR 4。 随 着 温度 的 改变 必须 预期 到 


在 数值 上 有 革 些 差别 。 表 5 烈 出 核 苷 酸 在 溶剂 4, 5 和 7 中 的 Re 
ffi, Carter” 用 磷酸 钠 - 腊 成 醇 系 租 no. 8) 分 离 核 苷 酸 异 构 体 所 


af a Ae 
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#4 SREY Rp 值 


RRs 0.38 0. 
Bey 0.15 0.11 0.13 0.22 
REN 0.26 0.12 0.30 0.29 
meat 0.18 0.05 0.24 0.21 
尿 喀 啶 0.31 0.19 0.39 0.66 
Phe FR 0.52 0.35 0.56 0.76 
胞 喀 啶 0.22 0.24 0.26 0.44 
5- 甲 基 胞 路 啶 0.29 0.27 一 0.52 
5- Fea Scere 0.13 0.12 ae 0.44 
RSID AE 0.20 0.22 0.12 0.34 
Bist 0.15 0.03 0.17 0.30 
RR AGE 一 0.03 =< 0.30 
: 尿 哮 啶 核 昔 0.17 0.08 0.25 0.64 
: 胞 喀 喧 核 昔 0.12 0.11 0.18 0.45 
ty ea teas 0.35 ES 二 ie 
g FS RS BS 0.21 一 一 一 
FENG RS Te ES 0.23 一 一 一 
PRUE WE RES REE -0.38 一 — 一 
Fed FR Op AS De HAS 0.51 ~ 0.40" 六 0.81 
4 HOLME Me Re BEES 0.23 — 一 0.60 
ss BALMER Ae | ， 0.35 一 一 一 


(G. R. Wyatt: The Nucleic Acids Vol. 1 (Ed. E. Ohargafr #1 J. N. David- 
son): Academic Press, New York, 1955, 252 页 ; R. Markham, Brit. med. Bull. 
1954, 10, 216 页 ] } 


二 
7 
very 


25 AERA Rp 值 
i 剂 


a 


ERG 2’ ee 
腺 嘎 喻 核 苷 -3 一 磅 酸 
筷 呀 喻 核 苷 -2 一 磋 酸 


三 RM 过 
=e Te ee, SK Ee 


r,s 

0.26 
0.16 
0.50 
0.40 
0.73 
0.73 


3 
Bt 
ra 
ae 
Rt 
SS 
中 
三 
| || 


胸腺 喀 啶 核 苷 酸 


[摘自 G. R. Wyatt: The Nucleic Acids Vol. 1 (Rd. E. Ohargaff 和 于 N. 
Davidson): Academic Press, New York, 1955, 256 H) 
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和 


酸 毛 二 钠 洲 液 。 在 这 个 系统 中 用 0.5 多 的 十 二 鹏 的 正 友 醇 溶 液 代 


BHR EAA T RAR TR 。 


水 解 产 物 的 电泳 分 离 
核酸 以 及 核酸 租 分 中 的 可 电离 基 团 的 数目 和 种 类 已 痉 在 棕 涉 


:和 到 它们 在 离子 交换 柱 上 和 和 力 上 的 吸附 时 论 及 。 FER hE PH AY, 
和 狂 分 所 带 的 闪电 荷 不 同 使 组 分 在 电场 中 以 不 同 的 速度 移动 ， 因 此 
硼 分 的 分 离 就 成 为 可 能 。 这 个 方法 的 重要 特点 在 于 , FEE 


pH BY, 可 以 相当 准确 地 推测 出 粗 分 的 相对 迁移 率 , 因而 就 能 够 鉴 


” 别 租 分 。 
| Gordon ffi Reichardc4 首 先 尝 坪 用 电泳 分 离 由 酶 促 水 解 所 得 


Markham 和 Smith®® +! 与 Orestfield 和 Allen™© 都 到 描述 过 a 


\ 
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一 个 十 分 适用 的 物质 ,因而 以 后 所 有 的 工作 几乎 都 在 纸 上 进 行 。 电 ” 


泳 分 离 法 不 象 猛 层 析 法 那样 彼 广 泛 地 应 用 。 尼 主要 用 于 核 苷 酸 、 小 
的 寡 核 苷 酸 以 及 核 并 酸 异 构 体 的 分 离 。 电 泳 分 离 法 可 能 提供 了 在 


， 一头 实验 中 能 够 人 友 糖 核酸 中 分 离 4 个 碱 基 的 最 佳 方法 之 一 as 


可 以 应 用 猛 电泳 的 标准 方法 来 分 离 核酸 的 水 解 产 物 。 但 是 


专门 用 于 核酸 租 分 分 离 的 易 行 技术 。 


对 电泳 分 离 具有 重要 意义 的 解 离 基 团 为 磷酸 的 一 级 和 二 级 解 


离 基 轩 以 及 筷 顺 哈 、 腺 味 哈 和 胞 喀 喧 的 扰 基 。 分 离 极 少 能 在 使 


一 NH 一 OO 一 Di BBE PSE ES Ye YA PE FT. UR Rp HK 


EE <UL Ae EE A 


氛 基 的 pK) 值 的 不 同 (参看 第 七 章 , 表 9), 这 些 pK) 值 是 在 2 到 


5 之 间 。 在 这 个 pH 范围 内 ,一 般 的 磷酸 基 团 完 全 解 离 , wR 
酸 基 团 九 乎 全 部 不 解 离 。 适 宜 于 分 离 的 p 也 值 是 3.5、 在 这 个 DH 
时 ， 腺 吓 啥 核 背 酸 的 氨基 解 离 度 是 0.54， 饥 嘎 叭 核 音 酸 的 氨基 解 
离 度 是 0.05, 胞 喀 喧 核 苷 酸 的 氨基 解 离 度 是 0.84 (A 16), 而 尿 


“了 喀 啶 核 背 酸 不 带 有 氨基 。 因 为 每 个 核 背 酸 因 含 有 充分 解 离 的 磷酸 


AT 
AR ae eee eee oye A em 


ie ki dbh st 


| 
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基 轩 而 带 有 一 个 单位 又 电荷 , UR ee: Re 

0.46, UA EAT Bey 0.95 , 胞 喀 啶 核 昔 酸 为 0.16 FR EEE 
酸 为 1.00。 核 昔 酸 通过 液体 的 阻力 是 它们 的 分 子 大 小 与 形状 的 ， 
画 数 。 由 于 这 些 画 数 几 乎 是 相同 的 , 因此 上 面 的 数值 应 为 在 这 个 
pH 时 的 核 背 酸 的 相对 迁移 率 。 借 助 解 离 曲 线 ( 图 16) , 可 以 计算 ， 
出 在 任何 其 他 pH 时 的 相对 迁移 率 。 核 昔 酸 的 迁移 率 能 够 决定 它 ， 


在 电泳 过 程 中 沿 着 狼 在 两 电极 问 移动 的 距离 ; 因此 在 pH 3.5 时 ， 


可 以 很 容易 地 把 核 背 酸 的 混合 物 分 开 成 为 四 个 具有 明显 界限 的 斑 


(115, ant 4 201 


图 21 A a ee at 这 种 分 离 是 在 


pH3.5、 离 子 强度 为 0.1 的 甲酸 盐 和 楼 冲 液 中 用 一 个 30V/cm 的 电 


场 电 泳 工 小 时 完成 的 。Orestfteld fn Allen” 亦 指 出 上 面 的 分 离 也 
能 在 pH9.2 时 利用 尿 喀 啶 核 苷 酸 和 篇 叶 喻 核 背 酸 的 一 NH--OO0 一 


解 离 而 得 以 完成 (图 21, B) 。 这 样 的 分 离 应 归 因 于 尿 喀 啶 核 背 酸 


的 烯 醇 型 基 团 的 更 低 的 pK) 值 以 及 核 苷 酸 重量 间 的 差别 。 


Davidson Kit |] ag" YY 仅 能 部 分 地 将 核 苷 -2-， -3- 和 - 
-5'- 磷 酸 分 离 ， 可 是 Crestfield 和 Allen’ 已 能 将 每 一 个 -5'- 
酸 从 相应 的 -2- 和 -3'- 磷 酸 分 出 , 夫 且 也 能 将 -2 - 与 -3 -磷酸 分 


“ 开 。-5- 磷 酸 在 核糖 部 分 带 有 两 个 相 邻 的 羟基 ,而 -2- 和 -3- 磷 


酸 则 没有 相 邻 的 羟基 。 四 确 酸 根 离子 与 带 有 邻 位 送 基 的 糖 间 的 糙 
合 反应 是 人 所 数 知 的 Ga， 这 个 反应 一 般 在 pH 9.2 fy DRESS 


- 液 中 发 生 。 所 成 的 络 合 物 是 一 个 较 确 酸 为 更 强 的 酸 , 因此 在 pH ” 


9.2 时 带 有 一 个 高 的 砍 又 电荷 sa 。 所 以 在 四 确 酸 盐 的 克 冲 液 中 ，” 
- 世 -磷酸 的 迁移 率 比 相应 的 -2- 和 -3'- 磷 酸 的 迁移 率 为 大 。 象 在 “ 
图 210 至 F 所 示 的 sao1 ， 这 是 实在 的 情况 。2-2- 和 -3 磷酸 


的 腕 基 的 解 离 常数 非常 接近 ， 可 是 它们 的 磷酸 二 航 解 离 的 数值 却 


有 显著 的 差别 (第 七 章 , 表 9) 。 这 些 异 构 体 的 分 离 似乎 是 在 解 离 “ 


作用 达到 一 牢 完成 时 的 pH ii yp Ye 4:42"), Thy Orestfield 和 Allencd2o 


便 满意 地 在 PH 6 的 地 方 分 离 了 喀 啶 核 背 酸 的 异 构 体 (图 21I 和 


* JR2CRR, BOE (me AE) 
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J). 虽然 可 以 从 异 构 体 上 所 计算 出 的 次 电荷 来 预期 分 离 ,但 是 ,在 
pH 6 的 地 方 , 不 能 把 嘎 哈 核 背 酸 的 异 构 体 分 离 。Orestfeld 和 
Allen"? 将 这 种 性 质 归 因 于 两 个 异 构 体 问 的 空间 排 烈 的 差异 , 这 
个 差异 抵消 了 电荷 的 差别 。 可 是 在 pH 8 WN HESS 
酸 异 构 体 的 分 离 (图 21，G) 。 篇 味 哈 核 苷 酸 的 异 构 体 旋 不 在 PH6 
时 分 开 , 亦 不 在 pH 8 时 分 开 , 而 只 能 在 pH 3.8 eRe Te 
rp 4p Fp a2 。 


=[=]-[=]e[=["]°lole. 
Ni 


图 3!1 AMADIS (ALG, Om U Re 
GASES BR LE AS A PR ET PR) 
A. 甲酸 盐 缕 冲 液 ,pH 3.5; BF. 0.1M 四 硼酸 钠 溶 液 , pH 9.3; 
G. 0.1M 碳酸 氨 钠 溶液 ， pHs; H. PRR, pPH3.8; © 
I. feet MPR, pH 6.2; J. BeetherpHe, pH5.8 
(A. M. Orestfield #1 F. W. Allen; Analyt. Chem. 1955, 27, 424 FR) 


BE AREY POR 2 Be EI ARE PS HY ATT SCBA, 
SAAT Ly RAL RR AB ALL TH I DLE, 
hy, APUG RBS CEA RA SAY SES HEHE, FPS 
SAY RSS ASSES”, (LEAS a LE RY SEAR EAT , 
EAN EMC RAD WAR RARMOAIE. te pH3.5nf, 
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We ae OB RE EAS RAAT EH, serait 
和 核 背 均 带 有 正 电荷 ， 因 此 可 以 预料 到 它们 与 核 苷 酸 移 向 阳极 的 是 
方向 相反 而 向 阴极 移动 。 但 是 ,这 些 物质 的 唯一 的 电泳 太 究 指出 ， 
在 DH3.2 时 碱 基 的 迁移 并 不 是 象 我 们 所 预料 的 a。 核 背 亦 能 在 。 
pH 9.2 时 与 四 确 酸 盐 略 合 ,而 被 满 意 地 分 开 G2m 。 

核酸 局 部 断裂 成 为 核 音 酸 和 小 分 子 量 的 多 核 昔 酸 可 以 用 化 学 
水 解 和 酶 促 水 解 的 方法 来 实现 。 这 种 含有 多 达 30 种 不 同 物质 的 
混合 物 是 不 能 单独 用 电泳 来 进行 直接 分 开 的 。 但 是 车 先 用 狐 层 析 “ 
进行 分 级 分 离 ,然后 再 用 电泳 来 分 开 每 个 级 分 ,就 能 够 实现 这 种 复 ， 
杂 混 合 物 的 完全 分 离 。Markham 和 Smith +>. 135 全 研究 了 多 
核 苷 酸 的 电泳 迁移 率 ， 他 们 介 稳 了 一 个 计算 小 分 子 量 多 核 昔 酸 的 
相对 迁移 牵 的 方法 (通常 对 尿 喀 喧 核 苷 酸 为 1.00 TB) ,这 种 方法 
大 大 便利 了 在 复杂 的 混合 物 中 蕉 别 这 些 物质 。 一 个 具有 双 倍 于 单 
核 背 酸 的 电荷 与 大 小 的 二 核 苷 酸 不 具有 象 单 核 昔 酸 一 样 的 电泳 
迁移 率 , 因 为 分 子 通过 流体 的 移动 阻力 不 是 它 的 大 小 的 直 捷 画 数 。 
。 核 背 酸 是 不 对 称 的 分 子 。 从 扩散 数据 中 9 知道 它们 所 具 的 赤 比 似乎 
Sy 5:1， 因 而 一 个 核 音 酸 将 有 一 个 在 2.5:1 与 10: 工 之 间 的 加 
比 。 应 用 这 两 个 极限 并 假定 它们 对 移动 的 阻力 是 与 在 平移 扩散 中 
的 相同 , 则 得 到 的 二 聚 体 对 单 体 的 摩 捧 阻 力 之 比 是 在 1.32 与 1.85 
Zi, 72 pH 3.5 BY, Mit ABs) (endosmotic flow) HIF SIR 
eR Re, RAS BEER LRA 
FAME A 1:1.4:1.598 。 在 这 个 pH BY, REAR A 
$1293, Ree eS fe, 则 三 
核 苷 酸 的 摩 据 阻 力 将 为 2/1.4=1.43， MEP 
为 3/1.5=2。 从 这 些 数值 以 及 从 解 离 曲 纹 所 得 到 的 次 电荷 值 可 以 
计算 出 在 任何 pH 值 时 的 任何 单 核 昔 酸 、 二 核 苷 酸 或 三 核 苷 酸 的 
迁移 率 。 例 如 , 若 以 A、G、O 和 分别 代表 腺 味 吟 核 昔 酸 . Be 
除 核 昔 酸 、 胞 喀 啶 核 苷 酸 和 尿 喀 啶 核 苷 酸 的 艾 基 , 则 在 pH 8.5 时 
oem 

= (0.46+0,95) /1.48=0.99 FEF GRE EK EF BE KES 
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人 
和 在 作 这 些 卦 算 时 需要 假定 不 同 单 核 背 酸 的 分 子 具 有 相同 的 大 小 和 
用 形状, 而且 二 核 苷 酸 和 三 核 苷 酸 也 象 单 核 音 酸 一 样 ,具有 相同 的 解 
Be. Markham 和 Smith"™ aE TIX THEN TRE, th 
“PIPER LER S BRNO IE ARO AL 
AME EEK, Markham 和 Smith 还 广泛 地 应 用 
TRA AEF DRIER 1% FIRE AA SC 9 的 本 


GEAR ZEA RY AE, Se RE 
BAB AE Ey K—7 GMB (converging series) , 因此 分 
离 四 核 背 酸 和 更 高 级 的 多 核 苷 酸 是 不 可 能 的 。 但 是 , 当 用 能 碱 水 
解 皮 糖 核酸 时 以 及 核糖 核酸 酶 作用 于 友 粳 核酸 时 "105 25 所 生 
成 的 极 小 量 的 环 状 二 核 背 酸 可 用 这 种 方式 分 离 出 来 。 


味 喻 碱 和 喀 啶 核 背 酸 的 化 学 分 级 分 离 


和 象 先前 所 述 的 ,在 100°O 时 用 工 W 酸 水 解 友 糖 核酸 工 小 时 可 
得 到 顺 哈 碱 和 喀 啶 核 彰 酸 的 混合 物 。 顺 哈 破 在 酸 液 中 生成 极 难 深 
时 解 的 银 盐 ,而 喀 啶 核 苷 酸 则 否 , 因 而 就 能 把 水 解 产物 分 开 na。 若 将 
| 前列腺 的 硝酸 单 酯 酶 (prostatie phosphatase) 处 理 ， 则 得 到 两 种 混 
Polly FAS RAM A SR, TT SB HR A A 
WEA ETS TT LD SE EG ASE, DL 
| SOP AACE EW EAD OIE 29, AED RD 
离 虽然 是 一 各 广泛 应 用 的 破 基 分 析 方 法， 但 它 本 身 并 不 适合 于 作 
租 分 的 分 离 。 


AK PR AY Hl 


BERR RE Rp EAT AD HD LEAD AF BLN — RB 


WS LPS ELE}, TERED , 在 除去 银 离 子 后 , FA 
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个 方法 进行 测定 。 虽然 别 的 方法 也 全 采用 过 , 但 最 常用 的 方法 是 
将 从 适当 水 解 所 得 的 叶 叭 碱 和 喀 啶 碱 作 竹 上 层 析 。 这 些 分 析 考 法 
便 丢 广 泛 地 应 用 于 分 析 从 许多 不 同 粗 鞭 中 所 得 到 的 核酸 样品 ， 其 
Ay PELE py Chargaff 2" 和 Magasanik"®" 列 在 表 中 。 PES 
用 不 同方 法 制备 不 同 制品 的 许多 不 同 派别 的 工作 者 所 作 的 实验 ， 
对 大 量 数据 进行 评价 是 困难 的 。 但 是 , KEE RE RARER 
酸 知 截 的 发 展 方面 提供 了 极 有 意义 的 效果 ， 即 来 自 不 同 来 源 的 核 
酸 的 组 成 肯定 存在 着 差异 ,这 一 点 已 痉 没 有 什么 怀疑 了 。 
可 是 在 肌 氧 核糖 核酸 不 同 级 分 的 组 成 中 所 观察 到 的 差异 (第 
三 章 , 表 1, 第 50 页 ) 指出 ,核酸 的 整个 粗 成 并 不 具有 多 大 意义 , 除 
非 十 分 肯定 在 提取 过 程 中 没有 分 级 分 离 发 生 。 即 使 能 够 肯定 所 制 
成 的 核酸 样品 是 代表 着 和 胞 中 的 全 部 核酸 ,显然 , 它 的 租 成 车 与 代 
表 着 狙 胞 中 的 单独 生物 单位 的 每 一 个 单独 航 分 的 粗 成 来 比 ， 将 具 


”有 更 小 的 意义 。 但 是 , 表 工 所 列 的 不 同 般 分 中 的 硼 成 所 具 的 差异 
。 才 与 不 同 来 源 的 觅 氧 友 糖 核酸 的 粗 成 的 差异 相 比 ， 则 这 种 差异 井 
不 很 大 。 因 此 后 者 的 差异 至 令 洁 不 能 使 不 同 半 胞 的 至 部 分 析 表 示 
AM ILA HEBD aE TCR | 

表 6 BA LET ACTA LASS EH BRB DB A HE 
数值 。 象 Chargafi’” Cmis HA, ER AP EASE 
SE IT, SE — PUB A RAM Aig RE EIB Se , SB — SH 
SEALE MS ALUM , TS PR ee ABA La 
ATA AL FEMA SBE, BRM NS Ng DM mE A LE 
Ar A EO EY PARIS BOE 1, i ARR Be 
用 来 支持 Watson 和 Orick 所 提出 的 双 螺 旋 和 结构 (ABS ILE) ,在 
。 ， 其 中 全 航 假 定 有 特殊 的 氨 键 速 千 着 这 两 个 破 基 对 。 如 果 每 一 个 腺 
1 项 哈 残 基 都 是 这 样 地 与 胸腺 喀 啶 连 千 ， 而 每 一 个 岛 嘎 啥 也 都 是 这 
Ress UME EDA, 则 它们 之 问 之 比 将 是 1。 但 是 , We 1 (BB BO 
A) 中 所 烈 的 Bendich 及 其 同 工 者 所 得 的 数据 看 来 , 人 小 牛 胸 腺 腹 
氧 核糖 核酸 所 得 到 的 某 些 狼 分 的 比值 与 1 有 显著 差别 。 由 此 可 见 ， 
拓 核 酸 的 整个 分 析 所 得 到 的 这 些 比值 为 工 的 精 果 可 能 是 偶然 的 ， 


ie 
ne Ps 


— ie th HR | 80 
‘TRANS A— HE HEF Watson 和 Orick 的 模型 。 

BET UT SUPE PTH LO EBC. TA LE 
碱 的 比率 有 显著 的 差别 ， 而 只 有 在 比较 少数 的 核酸 中 这 个 比率 
FWP BET 1。 碱 基 的 其 他 比率 没有 列 在 表 7 中 ,因为 这 些 比率 
儿 消 是 指 和 胞 中 的 全 部 友 糖 核酸 ， 而 它们 是 否 有 任何 意义 是 值得 
PEAY, Elson 和 Ohargaffqas, 12-169 发 展 了 从 病毒 和 粗 积 中 提取 
员 公 部 友 粳 核酸 的 技术 ,他 们 所 得 的 一 些 千 果 列 在 表 23 (第 十 二 
Be, 289 页 ) 。 从 表 中 可 以 看 出 腺 嘎 哈 对 尿 喀 啶 的 比率 和 岛 味 喻 对 
胞 喀 啶 的 比率 虽然 都 不 是 1, 但 在 每 个 样品 中 却 几乎 相等 。 这 个 


(ae 一 些 成 贸 术 酸 的 组 成 成 分 ;在 水 解 物 中 每 100 See BRAY 


克 分 子 比 ,已 对 100% 回收 作 过 校正 
‘a | 腺 嘎 哈 | somes | nome | Fem [SOTO 
Th ee E81 25.1 1.23 
面包 酵母 中 25.7 1.16 
Ti ee 87) 25.0 1.138 
BAT 88) 27 .0 1.20 
a RP a1 19.3 1.08 
eae 19.1 1.10 
三 重 肝 daol “ -| :19.0 1.13 
3¢ pus! 20.4 1.49 
人 肝 G8] 11.4 1.26 
|p FEI 21.6 1.65 
ANE RAO] 19.5 1.20 
A fgg 401 14.2 1.69 
~ b4F also 17.9 1.13 
小 牛 胸腺 cto 18.5 1.65 
烟草 花 叶 病毒 (TMYV ) 1 29.8 1.24 
BUI COV 8) 8H) (| 25.7 1.05 
Hie ME (BS) U4) 27.6 1.23 
Ries Ba te Fe bane (TY) 0) 22.6 0.66 
BAAR Et ae (SBM) 0 25.9 1.07 
3 BoE X (PX) 141) 34.4 1.27 
Sarcina lutea] ‘ | 16.7 0.82 
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结果 的 可 能 具有 的 意义 将 在 十 二 章 中 讨论 。 

前 述 的 分 析 方 法 不 仅 使 不 同 核酸 的 正确 分 析 能 够 进行 ， 同 时 ， 
还 能 发 现 新 的 核 苷 酸 的 存在 ， 这 些 核 背 酸 一 般 只 少量 存在 于 核酸 
中 , 其 中 第 一 个 被 发 现 的 是 含有 5- 甲 基 胞 喀 啶 的 核 苷 酸 。 著 甲 
基 胞 喀 啶 是 由 Johnson 和 Ooghillasel py FA ee wg HES Fe WOE 
酸 的 水 解 产 物 中 以 苦味 酸 的 形式 分 出 的 。 这 个 5- 甲 基 胞 喀 啶 存 : 
在 于 几 种 脱氧 成 糖 核 酸 中 的 事实 现在 已 由 层 析 分 析 方 法 加 以 诈 
sic 28, 07, 186) (参看 表 6) 。 在 噬菌体 的 腊 氧 友 糖 核酸 中 含有 大 量 的 | 
5- 羟 甲 基 胞 喀 啶 0 。 最 近 ， 在 酵母 核糖 核酸 的 水 解 产 物 中 发 现 一 
种 新 的 、 但 还 没有 彼 证 实 的 核 苷 酸 。 就 在 这 个 核酸 中 , 介 诈 明 有 
N- 甲 基 化 的 味 喻 碱 和 二 甲 基 饲 味 险 存在 za 。 
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ss 核酸 中 的 重复 单位 是 核 苷 酸 ， 它 们 在 许多 方面 相当 于 蛋白质 
， 中 的 氨基 酸 。 核 背 酸 除了 以 聚合 的 形式 存在 于 核酸 中 外 休 能 以 音 
| 分 子 状 态 如 具有 生物 活力 的 辅酶 一 样 存在 于 炎 胞 中 。 核 苷 酸 是 核 
音 的 磷酸 酯 , 核 背 则 是 味 哈 或 喀 啶 的 苷 。 这 些 核 背 一 般 不 以 游离 
， 的 状态 存在 于 和 胞 中 。 如 已 在 第 四 章 中 所 叙述 的 , BAR 
可 用 化 学 方法 水 解 核酸 或 用 酶 水 解 核酸 来 制备 ,或 在 许多 情况 下 ， 
可 用 合成 方法 制备 。 

几乎 所 有 核 昔 的 精 构 特点 目前 都 已 经 确定 。 核 糖 核酸 中 存在 : 
AEE Ta I MEF CL) RRS AEE (IL). Ream ie EF (ITD) AR 
RG ERLE (LV) oR NERO ASE EE A RR eT ae FL AB pH 


OH OH OH OH 
UH.oH bu. 
a H-OH-OH-OH,0H OH-CH-CH-CH-OH,OH 
a 
N 


ax YN a. 
- HH NHg . 
(I) AGRE (IT) pene 
O 
| ox o | | = 
1-01-08. H-OH,OH oH -OH-OH. H-OH,OH 
ae a 
N | N | 
Ya Na 


; NHe 
(TIT) 胞 喀 啶 核 音 (LV) DRM EAS 


ee dn’. eel 
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来 的 两 个 核 苷 。 EMS Ba A AR A 9-B—D Ie 
糖苷 。 WLR EAR AE FO A 8-B-D-t ; 
喃 核糖 苷 。 - 

FEAL RAIL ELI PY A EE A mma C i 
DANS ERSTE) (V) AUER OSE URS SURE) 量 
(V1), RARARES AHERN ERNE, ARE 
一 个 B18, BURY ARES A BEL PE, BUDE 
SCR EEL REETE! Ha SE Re EF A HM BEE 
Ao EE (BBP i) SE A, BARR 时 
MATERA”, PAR STARA 
‘EF Bis 2 Sa Ho HS ABR MSE 9) 9-B—D- (2'— HE 4) Te Mi AE 
EF RSE BE AOR +P OE EF BE ye E* 
WESABE AE) (VIL) AIRE Na REE EE” * (aR RAR 
核 苷 ) (VILL) 。 它 们 分 别 为 胞 喀 啶 的 和 胸腺 喀 啶 的 3-B-D= (2- 腊 


A) REE ee 5 A Hane Be 


ae 
| te | | 外 :四 hoa os 
—OH -OH,-OH-OH-0H,0H Fg Oy OH erieins tae 


hay | 


| 
N 
286 fy 
N 
Na YS Nes ai 
(V) Be amnesty wD RRIMURAE | 
O O 4 
rg - OH | 3 a 
— 98-08-08. H-CH,OH em H-OH,0OH 4 
aes : ‘a 
N | 
| H 
De. Ng . 
CV IL) BES Heli es BE * (VIII) re Ivano 


* JRA, My Deoxycytidine (至 者 注 ) 
** JRC, Ig Deoxythymidne (#467) 


oe! et te + oe aplasia 


4 
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SURO CAE RRO Ut RR ET A — EE) , 而 
WET TAS HSE, Se Fu Pg He FT Lge HR ee 
RD), EER HE PIE ORT ET. UAH 
RESP MAE, (LE HTL A 
Bf 8-B-D- (2!) BREE 


: Fs gt 
; OH | OH 
E . H-OH,- bax -OH-CH,0H OH-Oly-OH.OH-CH.OH 7 
E oN/ @! Siete ae fi 
q “One N 
J BE 
| 上 (X) RUMEN RBA 
0 一 一 
| oH | 
—— 
ee H,OH 


(x1) 6 oa EOE REE BT 


Be ETL EE SS 


, IE il LUNE aE TS SL: MS BK FB 
PLACE HY ATG Be DLS Fe. kn PAP ESS PO BE GL BUY , 3x BLS} 
高 操作 现在 已 能 很 容易 地 借 层 析 方 法 来 进行 。 根 据 历 史 , Bas 
若是 第 一 个 分 离 出 来 的 核 苷 , 它 是 在 1885 年 由 Schulze 和 Boss- 
hard 所 发 现 的 。 Levene 和 Jacobs" 指出 , 当 用 稀 酸 水 解 饥 
«WAS EF AS, TE: BB 4 (2- 氨 基 -6- 氧 嘎 喻 ) 。Levene 和 
Jacobs 甸 首先 从 核酸 中 分 离 出 腺 味 只 核 苷 , 并 指出 这 个 核 苷 沟 酸 
A fe FBP Pe AE RN (6- FAZER), 先前 人 ossel'em > MAR Ay 


te (TX) 和 尿 喀 啶 腊 氧 核糖 核 背 (X) Ge FT AB 


pen 
Fee 
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oo Fischer™ 用 2, 6, 8- 三 氧 呆 
险 进 行 部 分 合成 确定 了 它 的 车 构 。 当 用 强酸 水 解 时 , 售 发 现 尿 喀 啶 ， 
en (2, 4 二 氧 喀 啶 ) 和 胞 喀 啶 (4 
$a 3-2-4 we iz)", Levene 和 London” DLR Klein’ BIGMAK 
fA SEA BAL SR LE RE 

直到 1925 年 ROIS. STEM, HEUER UA 
为 所 知道 的 核酸 中 的 仅 有 的 碱 基 。 也 就 在 那 一 年 , Johnson 和 — 
Coghill”) 发 表 了 核酸 中 人 洁 含 有 OO FUME. 他 们 从 车 核 杆菌 
中 所 得 的 一 种 核酸 的 水 解 产物 中 以 苦味 酸 盐 的 形式 分 离 出 下 甲 
基 胞 喀 啶 。 现 在 已 能 用 层 析 方法 由 "4 证实 5 甲 基 胞 喀 啶 作为 少量 
的 喀 啶 成 分 ( 锡 占 总 碱 基 粗 成 成 分 的 坟 3 和 ,参看 第 四 章 ， 表 6) 
存在 于 几 种 来 源 的 腊 氧 成 糖 核酸 中 。5- 甲 基 胞 喀 啶 以 较 高 的 比例 
存在 于 麦芽 的 股 氧 友 糖 核酸 中 (为 总 碱 基 的 6 多 )a@a。 随 着 观察 到 
AMAR A T2 噬菌体 中 号 不 存在 有 胞 喀 啶 ,Wyatt 和 Cohen 喇 2 
发 现在 偶数 篇 号 的 T 噬菌体 的 脱氧 成 糖 核 酸 中 矿 状 甲 基 胞 喀 吓 
完全 取代 了 胞 喀 啶 。 

a AO YE RL VO 
_ 上 具有 重要 的 意义 ,在 决定 核酸 的 结构 上 也 具有 同等 的 重要 性 。. 举 ” 
一 个 例 来 属 : 一 NH 一 00 一 基 团 到 底 是 以 酮 型 存在 抑 以 烯 醇 型 存 “ 
在 对 碱 基 对 间 特 殊 氨 键 的 形成 具有 重要 的 意义 。 氮 键 的 形成 是 肌 
ASA MY Watson-Orick 模型 的 一 个 重要 特征 。 II 
苷 键 的 构 型 而 定 ,而 这 些 音 键 的 构 型 在 所 有 核 苷 酸 中 都 是 等 同 的 。 

虽然 关于 胸腺 喀 啶 的 单个 分 子 大 小 的 初步 研究 精 果 代 有 所 记 
载 ”， 但 是 已 汉 知 道 的 存在 于 核酸 中 的 五 种 喀 啶 的 糙 构 的 竹 节 还 
没有 用 和 -射线 测定 出 来 。 Olews 和 Oochran22) 测定 了 某 些 有 
关 喀 啶 的 衍生 物 ， 如 2- 氨 基 -4- 甲 基 -6- 氧 喀 啶 、2- 气 基 -4 6- 二 
SAME WE, 4- HA IE-D, O-— AH HE FN -省 -4, 6- 二 氨基 喀 啶 AS Hy is 
构 , SCREAM HE St FLA 22, Ie Nie ER BLU Dy BEA 2B ag 8) ， 而 
O—N Fil O—O 键 的 键 长 网 相当 于 具有 双 键 特性 的 键 的 50 允 ,这 可 
从 一 个 有 可 能 存在 着 葵 型 结构 的 共振 的 大 员 环 预期 到 。 宪 竟 这 样 “ 


WBE a 1 WR RY A 5 Hg 101 


有 (e) 
«22 (a)2- 氨 基 -4- 甲 基 -6- 氧 喀 啶 ; (b)2- 氨 基 -4,6- 二 毛 喀 啶 ; (c) 4-H BE-2, 6- 
二 毛 喀 啶 ; (d)5- 溴 -4, 6- 二 绥 基 喀 吓 ; (e)2- 郑 基 -4, 6- 二 甲 基 喀 啶 的 糙 构 
((a~d) O. J. B. Clews 和 W. Cochran: Acta Cryst. 1948, 1, 10 页 ; Acta Cryst. 
1949, 2, 55 H, (e) 摘自 G. J. Pitt: Acta Cryst. 1948, 1, 172 9) 


的 共振 是 否 能 在 核酸 中 的 氨基 喀 吓 和 羟基 喀 喧 中 发 生 将 取决 于 这 
个 氨基 是 否 以 氨基 抑或 以 亚 氮 基 存 在 和 这 个 卷 基 是 否 以 烯 醇 型 抑 
或 以 酮 型 存在 。 假 使 互 变 发 生 后 使 6G- 氮 基 喀 啶 (XII) 转 变 成 相应 
的 亚 和 氨基 二 和 氮 喀 啶 (XIII) ， 则 喀 喧 核 中 的 6 位 或 4 位 上 的 氨基 将 


a . 
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显示 出 还 原 性 的 减少 。- 射 柳 的 荐 据 %9 表 明 在 精 晶 状 态 时 , 4 
2&-2, 6- SANE A 5 省 -4,6- 二 氨基 喀 啶 都 以 氨基 状态 存在 汪 
因此 很 可 能 胞 喀 啶 、5- 甲 基 胞 喀 吁 和 5 状 甲 基 胞 喀 吁 亦 久 氨基 的 
状态 存在 。 关 于 —NH—OO— 基 团 中 所 原 子 所 在 的 位 置 , 亦 序 这 


N N 
HG a nO Ue 
een ux dy 
GZ ae 

ku, be | 

(XID) (XID) 


Ee i PA Ae DA Bl 2 a a Ae eS BR, 可 以 从 Pitta 在 2-FR 
26-4, 6-— Fm ep BEY O—O 键 长 加 以 次 定 。 RRA ; 
Patties HAH TK LFF 22(e) , O—O BRK 1.250.044, 它 
和 间 - 葵 一 酚 中 相应 的 酚 卷 基 的 键 长 (1.86~1.87A) 显 然 不 同 ， fa 7 
SESE TF Xk eRe FH) 0 一 0 BEN BEE (1.24~1.80R), By, 
在 晶体 中 , O—O 键 具有 很 多 的 双 键 的 性 质 ， 虽然 氮 原 子 仍 与 氧 原 ” 
了 2 从 鱼 相 千 合 ,并 参与 氧 原子 与 一 个 水 分 子 间 的 氨 键 的 形成 。 
但 是 , 在 水 溶液 中 ， 氨 原 子 的 位 置 井 不 一 定 和 在 晶体 中 的 相同 ,而 
SHIR DEVE URE SN Be i CRE He PUTER Hes a, 时 
乞 的 工作 便 把 —NH—OO— 基 的 烯 醇化 作用 与 电离 作用 混 淆 起 
> ma 但 是 ,Marshall 和 Walker'28! 从 测定 许多 2- 和 4(6)- 和 被 ” 
取代 的 喀 啶 的 哥 外 吸收 光 讲 以 及 相应 的 在 水 溶液 下 Hy Nay A 
Neo WAGGA Aerie. SGA, 其 水 洲 液 具有 这 样 的 pH 
-使 这 些 物质 全 部 以 中 性 分 子 存在 或 全 部 卢 离 于 存在 We oe 
可 能 的 2- 和 “(6)- 卷 基 喀 啶 在 千 构 上 必须 以 酮 型 的 形式 存在 ,就 上 
EDINGER TE HE. TU PRM Wi ARE HE: 2, (6) Ree — Ig : 

Bernal 和 Crowfoot?! EDA E T DRS Eb ae Eby feck ye 
单个 分 子 中 原子 的 位 置 从 未 有 人 加 以 测定 。 可 是 Broomhead neu 4 
以 及 Coola ”全 对 腺 顺 哈 盐酸 盐 和 扁 顺 哈 盐酸 起 两 者 的 芒 构 作 q 
”及 群 尽 的 研究 。 它 们 的 键 长 和 键 角 见 图 28。 这 两 个 分 子 的 车 杨 四 


we a 
is ? « 


Lae — - - 
+ 本 Sh 
= 大。 于 
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.图 23 (@) RG; (b) RR 


(J. M.Broomhead: Acta Cryst. 1948, 1, 327 3 Acta Cryst. 1951, 4, 97 页 ) 


— *EAR  REBS ES R B RERR SNM D 
子 中 的 含有 其 他 原子 的 平面 狗 0.11A DAB RE Hf HH) 0 一 0 的 
键 长 较 饲 味 哈 中 的 长 0.10A。 这 个 可 能 由 于 实验 误差 所 引起 的 

«SRSA ARS ORR (BREE, 
185). Oe —O 的 键 长 (1.20A) 指 出 它 主要 带 有 双 键 的 性 质 , 因 
| 此 证 实 了 篇 嘎 啥 一 般 所 习 用 的 酮 型 分 子 式 。 但 是 ， 键 长 的 如 关 序 
使 具有 一 0.05A ( 序 得 到 的 键 长 为 1.25A) , 亦 将 使 这 个 键 可 与 甘 
| ERAN AMIE Py O—O 键 的 键 长 相 比拟 , 这 两 个 化 合 物 中 的 
0 一 0 BRA 50% 的 双 键 性 质 。 

Broomhead®" 和 Cochran®” 人 骨 考虑 过 和 结晶 状态 的 腺 嘎 吟 和 
饲 味 喻 阳离子 中 的 氨 原 子 位 置 。 在 腺 嘎 哈 阳离子 中 , 氨 原 子 是 在 
Now、Oo、Oe、Nce 上 ,还 有 两 个 在 Nao 上 。 正 电荷 可 在 Na No 
BE Nao) Eo PEAT Oo 一 Nao 键 长 (1.34A， 和 一 个 单 键 的 键 长 
1.47A 相 比 的 ) 可 能 是 由 于 共振 型 所 造成 的 , 在 这 种 型 式 中 , Na 
带 有 一 个 正 电 荷 , 而 0 一 Nao 键 是 一 个 双 键 。 在 岛 嘎 吟 阳 离子 
引 的 握 原 子 的 位 置 了 解 得 不 太 确 切 。 四 个 毛 原 子 是 在 Na. No. 
Nao 和 Os) 位 置 上 , 而 在 唱 体 中 Ne 和 Nuao FALL O 和 Neo fH 
都 有 氨 键 存在 。 因 此 有 四 种 可 能 的 互 变 异 构 形 式 。 在 水 溶液 中 ,这 
种 互 变异 构 体 闽 的 区 别 是 没有 什么 意义 的 。 
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碳水 化 合 物 相 分 的 本 性 与 精 构 


Hammarsten*) 根据 单纯 的 定性 试验 和 糖 胖 的 性 质 认 为 友 糖 时 
核酸 中 的 碳水 化 合 物 是 一 种 友 糖 。Levene 和 Jacobs 成 功 地 分 
离 出 这 种 糖 的 灶 晶 ,并 报道 它 是 一 个 类 似 阿 拉 伯 糖 的 新 糖 ,但 在 几 ， 
个 重要 方面 却 与 之 有 别 。 他 们 断定 这 个 新 糖 是 D- 核 糖 , 它 的 完全 
旋 灾 是 由 于 van Ekenstein 和 Blanksmaga 主要 应 用 了 与 Fischer 
AlPiloty®" 的 相同 方法 合成 了 工 -核糖 ,而 Fischer 和 Piloty 早先 
全 制备 过 无 定形 的 核糖 。 从 酵母 核糖 核酸 中 所 得 的 四 种 核 昔 酸 中 
的 糖 的 本 性 现在 已 由 Gulland 和 Barker 及 其 同 工 者 @r~4 在 使 个 
别 核 背 酸 的 糖 粗 分 变 成 D- 核 糖 葵 并 咪唑 而 加 以 诈 实 。 

肌 氧 友 糖 核酸 中 糖 粗 分 的 鉴别 确 乎 有 困难 。 这 是 因为 糖 在 酸 
溶液 中 缺乏 明显 的 稳定 性 和 它 的 合成 不 易 的 称 故 。 应 用 从 核糖 核 
$F Fh SE AE Fk EB 
但 是 ,车 利用 稀 酸 在 短 时 间 内 水 解 , HS YG a BTR AS YH A pe 
EO) 。 检 定 所 制 得 的 糖 的 衍生 物 并 与 合成 的 L-2- 腊 氧 核糖 相 
比较 可 以 断定 所 分 离 出 来 的 糖 是 D-2- 腊 氧 核 糖 c2 。 | 
txt, Laland 和 Overend™*® 以 及 Jones 和 Laland™*)@ jh % 
SPAN WE ASP LL BR Mycobacterium phlei Py SE BEA FB 5} 
离 出 D-2-Hi AB 3k MAE , gee ny D-2-I SUE 
EPG Rt AOE He BEB Be DD Bell KL Se ED ew EF dD 
aise “SO, Walker 和 Butler” 用 树脂 水 解 , 酶 促 水 解 以 及 用 未 
EIA Jt Lm 90 A 
分 离 出 糖 钥 分 , HSE AEILOE BE DIES 他 们 也 断定 这 个 
Pi: D-2- 股 氧 核糖 。 

Fi 27s BS ene +P ORR RE 
RW BETA . WRT AYE BY IS WA LEER WEE MKDI etean 
去 乙酰 化 产生 三 甲 基 -N- 甲 基 的 衍生 物 , 这 个 街 生物 用 稀 酸 水 解 

时 旭 生 成 相应 的 N- 甲 基 顺 吟 和 三 甲 基 核糖 sl ， 甲 基 化 的 核糖 的 
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_ 灰 攀 是 由 亿 化 记 2, 3 ,5- 三 甲 基 -y-D- 核 精 内 栈 , 然后 变 为 内 消 
旋 - -二 甲 氧 基 本 二 酸 ,同时 与 合成 的 2, 8, 5- 三 甲 基 -D- 哮 喃 核 
精 史 相 比 较 而 加 以 确定 的 。 喀 啶 核 昔 中 糖 残 基 的 叶 喃 糖 烙 构 也 以 

EVA AE I DAP we, WR Og BS BY #4 EF BE Bredqerecks Dy. 
及 Levene 和 Tipson™" Ze pT ae ETS SE PSE A BL BY 
时 加 以 证 实 。 井 且 , TERR PEI ETE TP , BRM EEE 
核 苷 、 次 黄 味 哈 核 背 以 及 尿 喀 啶 核 背 与 丙酮 的 反应 都 产生 相应 的 
2! B'S PGE AGA yO, Fe MEA eA AE EE FT A 
yeh 5'— AAR BET AE (5'-tosyl derivatives)， 这 个 街 生物 
与 碘 化 钠 作用 时 则 生成 下 - 碘 化 物 。 BEL a Sg OR A 149 
反应 相 一 致 。 

cE St JP IESE: A AE US AY TE ™ AH 

EVE. RT HAY BBD FEE EINE 1 

FMR FA OE A i BS, 

POR RES HORS ISL Di FU A HD BY BBO = EK 

BEALE, 则 不 发 生 氧 化 作用 , 这 表明 在 这 些 化 合 物 中 没有 顺 -1 2- 
二 醇 体系 存在 ,这 种 见解 双 符 合 叶 喃 糖 的 车 构 59 。 

O 


OH OH . 0 
d 1 10; | | 
R-CH-CH-OH-CH-OH,OH . R-OH-OHO OHO-.CH.CH,OH 


 @ WY fic iB 


Fl Hy SP PT EL EE RE OR EEO, 

这 两 种 核 背 中 音 键 的 位 置 是 相同 的 。 这 还 表明 , 在 这 些 核 苷 中 ,这 

个 键 的 生成 并 不 涉及 6 位 上 的 取代 基 。 在 尿 喀 啶 (XIV) 精 构 中 ， 

余下 的 可 被 童 键 所 估 有 的 四 个 位 置 中 ,位 置 荆 可 子 接 除 ,因为 尿 喀 

| 啶 核 音 可 以 转变 成 N- 甲 基 尿 喀 喧 核 背 , 而 这 个 核 背 丢 水解 时 旭 生 

成 二- 甲 基 尿 喀 啶 cm 。 位 置 所 也 可 排除 ,因为 尿 喀 啶 核 苷 能 转变 为 
。 * 原文 献 , 应 为 Ribonucleosides (EYE) 


~ 


:s 
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7 硝 基 尿 喀 吓 核 苷 和 5 省 尿 喀 喧 核 背 ， "CAPR I Jee aE A 
的 尿 连 啶 衍生 物 ” 。 位 置 4 和 总 也 可 以 排除 掉 ， 因 为 尿 酶 喧 核 大 
稳 溴 作用 后 再 与 葵 肘 反应 会 生成 4,5- 二 葵 肘 尿 喀 喧 苇 童 ， 表明 在 
这 两 个 位 置 上 都 没有 取代 基 存 在 al 。 利 下 的 只 有 位 置 8, 因此 屎 ， 
Ne abe Si 3- 苷 。 


O — | N N 
NGtcee G \, 
| 
HN1i 50H em 5O ta 
\6Z NO“\R 
0 
(XIV) 尿 吵 啶 (XV) 天 喻 核 


Purberg' 9s 9 X- Seize Vl T Hames mie ee + 的 精 构 c= 
A 110 8), FP RIE Sef BEN (00 TB FE 在 Ni). Bredereck, Miiller 和 ; 
Berger’) 对 胸腺 喀 啶 核 苷 中 苷 键 的 位 置 采 用 了 同样 的 论据 OH I 
胸腺 喀 啶 核 苷 也 是 一 个 Nw) #. Huber 的 Bien ke 1 
这 个 车 构 real | 

Fame 苷 ,因为 在 酸 溶液 中 容易 水 骨 ee ee | 
之 问 的 键 是 一 个 ON 键 而 不 是 C—O BE, 因为 亚 确 酸 能 够 很 块 : 
FE NE A EF HE (00,87 ~c01 而 不 影响 及 苷 键 ， es 
TANS AY REARS IME BWI Ke 


人 


ian Ee ae 
Lt> . 2 Ce 


_ RVD 黄 嘎 哈 核 间 avin ee ， L 
AE DAF AS Fy Ae ieee. 1 3,7 AM O(XV), ire 1 3 Fz sheild 


除 , a AK wean py EP IBE SRT 4 fy ie Be pa (XVI) 省 Peedi 
后 会 变 成 茶 碱 核糖 核 (XVID, 在 余下 的 7 和 9 两 个 位 置 中 ， 
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aman Ne 上 。 但 是 后 来 Gulland 及 其 同 工 者 0770 
# 4 它 更 改 在 No 上 , 其 原因 是 腺 味 喻 核 苷 和 次 黄 嗓 哈 核 背 以 及 篇 
厌 只 核 苷 和 黄 顺 哈 核 苷 的 吸收 光 莉 与 9- 甲 基 嗓 哈 碱 的 吸收 光 讲 
的 相似 程度 较 7- 甲 基 味 啥 碱 的 为 大 。 因 为 脱氧 腺 嗓 哈 核 背 "2 AB 
SS A ROG Ss AE A ee BOG 
UDI, HORT EI PEE ALE Noy Ff. ARIE 8 J XH 
PA 2 SE EY {2 Furbergral 的 初步 研究 已 
PERT FRNA Noo 上 。 

Todd BA fe] As tf Bey BDL AS AHI FOE HE 
SET RS EEE HUME Wie ABE DA Be RAO EE AE SO EE PY 
HRN ict (SAT). 


痛 键 的 构 型 


TZ BOT BUR TE A HO Ja Ae MO bv RA, ee 
RAIN PE RS A aM , PEW ae FY A, Td 
ABE'S T EBAY ATE 
- Dayoll, Lythgoe 和 Todd‘ 5 BEI +f. (XVII) 和 
Ws 9-B-D-iit Apes Ma (XX) 用 过 夏 酸 盐 氧 化 所 得 的 二 醛 
{a- CBRE —9 ) —o'-$S FASE — HB, a-—(adenine-9) -a’—hydro- 
-xymethyldiglycollic dialdehyde) (XIX) 是 相同 的 。 虽 然 在 用 
CRC RATAN AN I ey Walden 反 转 产生 ， 致 糟 背 的 
18= 构 型 不 能 契 对 肯定 ,但 是 仍 可 认为 有 理 由 假定 糖苷 具有 A- 构 
型 ,因此 腺 嘎 啥 核 背 亦 为 6- 构 型。 

同样 ， 胞 喀 啶 核 背 和 胞 喀 喧 -8-8-D- 吡 喃 葡萄 糖苷 被 过 碘 酸 

盐 氧 化 所 成 的 二 醛 的 一 致 性 以 及 尿 喀 啶 核 苷 和 尿 喀 啶 -8-6-D- 吡 
喃 王 萄 糖苷 "被 过 硝酸 盐 氧 化 所 成 的 二 醚 的 一 致 性 也 指出 了 天 
POG FET 8- 构 型 ,并 证 实 了 背 键 的 位 置 。 

由 上 面 所 述 的 用 于 糖 背 的 合成 的 方法 所 引起 的 关于 核 苷 的 

B- 构 型 的 一 此 疑点， 已 为 一 个 完全 明确 的 腺 顺 哈 -9-6-D- 吡 喃 匡 


FMT B- 构 型 时 才 有 可 能 形成 。 Ak CUR EY A RE ASE Ey FA 
a 二 对 BRI A ri 7 ASST Ae My ER 98-9 5 j 
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露 糖苷 (XXI) 的 合成 方法 所 消除 ， TTS 08 EF BE URED AE ' 
FE— 49 FO BY EF (XVII) Pits BNA — PEAS — BE (XTX) 7, 


oe O 
OH OH | | oH OH | 
_CH.OH-OH-OH-0H,08 ‘OH-OH. ; 


| 
AN cS e 7 OH 
N | 2 N 
ae <A ‘ee we | 
2 2 > | 
(XVID) 腺 嘎 喻 核 昔 (XX) Nae -9—B—D— pit ore ye a | 
(22 = os 
J OH 
—CH-CHO CHO-CH-OH,OH CH.CH.OH-GH-OH.CH,OH | 
H OH 
Moyo 全 Yo ‘s 
【> 一 人 
GY” GS | 
2 Nil : = 
(XIX) =e (XXT) 腺 嘎 哈 -9-6-D- 吡 喃 甘露 神童 


Clark, Todd 和 Zussman!7¢! te pkt T RATAN 6- 构 型 “ 
3-25 HIE MUMS 2,8 Sa Ue Im DL Ey 
BE He HST SE pe 2', 8! F# SE-B '— ee q 
PRM ES (XXIT) ， J FHS ZEW Be VAS OR HP DR SS AE oy 
个 离子 化 的 异 构 体 ， 这 个 异 构 体 用 碘 化 钠 处 理 时 旭 产 生 一 个 离子 
作 的 砚 化 物 。 从 这 个 离子 化 的 化 合 物 的 化 学 研究 和 X-St ee 
MOSS PFE DEE 2 , 8'- 亚 异 丙 基 -N Oo- 环 状 腺 味 啥 核 背 的 
盐 (XXIIT), 在 它 的 分 子 中 由 于 分 子 内 部 的 烃基 化 作用 形成 了 个“ 
新 的 环 。 从 空间 阻碍 的 观点 出 发， 这 种 环 状 核 背 只 有 在 原来 核 音 “ 


S26 OR HIRE BEET LR me Ep UR : 
生物 ,2 3! EPG IE-O.y BFR Hume np He (XXIV), . 


昔 键 的 构 型 109 


“上述 的 合成 方法 具有 特别 重要 的 意义 ， 因 为 它 可 以 应 用 于 用 
弓 核 糖 核 背 的 合成 ， 而 脱氧 核糖 核 背 的 合成 显然 是 不 能 应 用 过 碍 
酸 盐 的 广 #:, Andersen, Hayes, Michelson 和 Todd™ +48 Hix 
ASF RE LAR A EEE FURIE ie BE EE WY B- 构 型 。 将 
8 —Z. 5-2! ARES EAE HE AF Roh EG HB 8'-Z 


和 一 一 一 0 一 6) 
hy MeOMe MeOMe 
aN. aX 
es oo 
| i 
oo —CH-OCH-CH-CH 
CH, 
N Sram SN ) N r 
N’ XH, Be a ae 
(XXII) | (XXIII) 
—O 
MeCMe 
4% 
ee 
| —OH-OH.CH.OH 
Ke 1 ae, 
a 
J N TsO~ 
‘ NH, 
x (XXIV) 


“e-2!—se—B'— Se BE BR BNE (XXV)， $e TE TER 
的 丙酮 中 立即 转变 为 环 状 核 音 (XXVIT) 的 盐 。 


O 
AcO j mi 
La H-OH,- 4 H-OH,OTs - 
Son 
af AS 
TsOr- 


(XV). duscee 
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Michelson 和 Todd!" 从 胸腺 喀 喧 核 彰 烃 过 相应 的 定 烧 和 . 
ah FTE Ng DR EAE AST Oc, 8 PR AR BR 
啶 核 并 和 Oc, B'-PRIRNG BME BERATED IRA A. RRR 
mis EEE HS HCE PE Je I Be EF Bg 2B 性 质 相符 合 。 
5- 溴 -5- 腊 氧 胸 腺 喀 喧 核 背 的 X- 射 线 千 晶 照相 和 研究 也 证 实 了 这 
个 8- 构 型 cq 。 肌 氧 篇 味 哈 核 背 中 昔 键 的 构 型 未 佛 丢 研究 过 ,但 是 
鉴于 脱氧 腺 味 哈 核 苷 、 腹 氧 胞 喀 啶 核 音 和 胸腺 喀 啶 核 音 等 的 B- 构 | 
型 已 经 彼 证 实 ，Andersen、Hayes、Michelson 和 Todd™ 实际 上 
肯定 地 认为 所 有 天 然 的 胸 氧 核糖 核 背 都 具有 BA, | 

Han mie BEF AL 只 -省 -5- 腊 氧 胸腺 喀 啶 核 苷 的 芋 构 全 沟 ， 


图 34 LMR I AEE By HE Hy 
(S. Furberg: Acta Cryst. 1950, 3, 329 页 ) 


p 45 ge Wy iy 2 111 
FAX AT In LI RRM BEE. ORY A Fae We We A 


4° a Re ic A AL FE A 经 
省 行 过 。Furbergw 所 提供 的 胞 路 喧 核 间 的 精 构 表 示 在 图 24。 


图 25 一 个 喀 啶 核 音 酸 的 结构 
(S. Furberg: Acta chem. scand. 1952, 6, 635 页 ) 
“eM eEHORESET D-JS0bHE 9 WE HG BE A HS. Nw 上 粳 残 基 的 nat 
和 和音 键 的 B—Ha%. Wa BR mb Wie Mee EE Hi ide Se ee Hs NA OS TB 


i. ‘ E 
下 abertea 从 艺 - 省 -5- 腊 氧 街 生物 的 和 结构 的 测定 加 以 证 实 (图 26)。 


i 
. 


RPMI at eT PAS. BETS 
六 全 原子 是 在 同一 平面 上 , 这 与 Clews 和 Cochran" 以 及 
Pittea 的 观察 丫 果 相 一 致 。 A IRIE AE A BE TE “PH Oc. 
Olay, Oley 和 Ory 质子 差不多 都 在 一 个 平面 上 ,但 在 核糖 中 , Oc 原 
子 则 突出 这 个 平面 外 狗 0.5A。 在 胞 喀 啶 核 苷 中 Nd 一 0 键 的 长 
度 为 1.47A， 而 在 胸腺 喀 we AK ET A ATE oP Ne 一 0 键 的 长 度 

旭 为 1.55 和 ,因此 这 两 个 键 都 是 单 链 。 在 这 两 个 核 苷 中 , 两 个 键 问 
都 具有 这 样 的 键 角 ( 参 看 图 24 和 25), EMRE MEER LAP Se PBB HY 
主要 平面 。 这 个 观察 对 核酸 结构 的 认识 有 极 重 要 的 意义 , AL 


EE 
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图 26 5 省 -5/- 脱 氧 胸腺 嘻 啶 核 苷 的 糙 构 
(M. Huber: Acta Cryst. 1957, 10, 131. 页 ) 


于 过 去 所 作 的 假定 认为 两 个 环 是 相互 平行 的 。 区 
BK GR ME Wie AEF FAT ELE We AK ES EAD EAD EASELS BE eS) 
ADL ERT EAN HA PEA, REE 
的 结果 “不 足以 画 出 一 个 分 子 投影 ， 象 胞 喀 啶 核 背 的 分 子 投影 那 ， 
FE, 但 无 论 如 何 这 些 千 果 已 足以 证实 昔 键 的 位 置 和 构 型 。 从 分 子 


AAD, Furberg 5B A; 冶 和 腺 大 哈 核 背 有 相似 的 糊 Kk 
oY 构 。 


PK EF BY > Be 


1914 4 Emil Fischer BSC CA A AE 
Bi Wi IS INCA 5 ZO PR BEE VE FPF Se Ae eT HS A es EAE EE xe 4 


ESSE See 
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A Sith Di a Levene~*" 和 Hilbert D1 BK fhiMHs fal ae S98 
BFA FS FU BE EF A FEE LES, RA 
AMARA KTR RF I MBH Hilbert 
和 Rist Hye Ae T 8— RM EDO BEBE E1944 
年 以 后 , Todd Rt MBA MoMA T es Ae EF AOE 
EBB EEE AS AK | 
味 叭 核糖 核 背 的 合成 
合成 嗓 啥 核 音 合用 两 种 普通 方法 加 以 尝试 。 第 一 种 合成 方法 
包括 制备 一 个 喀 啶 普 或 制备 一 个 咪唑 将 ， 然 后 构成 第 二 个 环 以 完 、 
成 呀 哈 核 。 这 是 Traube 合成 腺 嗓 哈 的 一 般 方 法 的 改进 os 。 将 
4,6- 二 氨基 喀 啶 (XXVII) 与 一 个 友 糖 (或 已 糖 ) 在 乙醇 中 在 酸性 
催化 剂 的 存在 下 加 热 短 合 使 其 变 成 适当 的 6- 氨 基 -4- 苷 氨基 喀 喧 
(XX VILL) 。 反 应 进行 时 要 使 所 释 出 的 水 不 断 除去 2。 将 这 个 化 合 


N | Nv 
VA \ 7 oa og OsH0, 


5 :N-CgH,0l, 
NH, NH» NH, 


(XXVID (XXVIII) (XXIX) 


v 
N aaa 
( a (OAc); ( \NH-O;H,0 (OAc)s 
—<—<_ 


:.L. N | 
\_ NH. OHS | \ Eh 
NH, NH, 
of (XXXI)* Ke (XXxX)* 
eee: CsH,O, 
| f oe ae 
N ho Nk 
ue x ) hk 
HN OH NH, 
(Xxx) (XXXII) 


* 原 书 误 ), 已 改正 (AE) 
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多 与 从 对 -毛茶 胺 或 2,5- 二 毛茶 腔 所 得 的 重 氮 盐 在 中 性 或 纪 碱 性 
PESTO HB A Al A if ABSA ry (RT) | 
CHE , 18 IEA RSE , HEAL AZ eA 4,5- — eae 6 eee 
ABMEDE (XXX). EA FES — it PSY TP ee Ft Bp 
变 成 相应 的 O— ie HF BG Se me (XXX), APA eae 
时 即 发 生 环 合作 用 ， 而 生成 6 semns (XXX) 和 所 需要 的 “ 
OE AE ER BGs (XXXII) AYE A, REBEL By Ay DLE AY 
AVE AEE EP Ti SAAR YES PLP BY PE RET SEI 以 分 B, 
HEMT DLAs — i Po es Bs AE OY OEP SE Je BE UO TG 
MOS. FEET RT SAB AE RAE ZEEE, FAR ee 
TE POA SS FB J a Oe See a 
PR ETE | 3k — BEY A BE BE NG FS 9-D-ait ng AR 
糖苷 基 -“”、9-D- 吡 喃 核糖 苷 基 -@m、 9-D- 叱 喃 甘露 糖 背 基 -ca 和 
了- 毗 辆 吾 萄 糖苷 基 腺 嘎 吟 中 ,9-D- 吡 哺 林 糖苷 其 -2_ 甲 硫 基 腺 
大 哈 “以 及 9-D- 吡 喃 葡萄 糖苷 基 异 饲 叶 哈 ao 的 制 备 。 毫 无 疑 
关 , 用 这 种 合成 方法 所 制 成 的 化 合 物 ,其 粳 普 残 基 是 在 9 位 F。 这 
个 键 的 B- 构 型 是 根据 理论 的 推理 和 光学 的 证 据 而 来 的 ， 上 面 的 
这 些 化 合 物 因而 都 是 9- 6- 糖 苷 wsr5lon ， a 

FET 5 +8 Bs A EA Ry EL ; 
RAR BRIDES SEAS DR EP BES A |e : 
把 这 个 方法 加 以 改进 。 Kenner, Taylor 和 Toddaoal  2,3,4-= 
一 酰 -5- 共 基 -D- 核 ps (XXXV)H46- 氨 F&—2— FA eng me 
OCRXTV) Fe rs 1k. ge) FA pe ge 合 , 使 产生 一 个 Schiff HB 
(XXXVI) PAT FE CDR SRO A EE iy A 在 醛 糖 中 必须 有 5- 茶 基 
存在 ,以 防止 哮 哺 糟 - 吡 哺 糟 的 互相 转变 ， [BI iy DEM ER BAAS 


为 止 “"“; aT SA Ae 5p BI 


MBAR TE. Shift 碱 的 乙 栈 基 可 用 甲醇 氨 深 液 除去 , fe Ae ete 
CSXXVITD) 井 与 重 氮 化 的 2,5 -一 氧 某 肝 偶合 将 此 粗 制 的 偶 氨 化 

PCMH (XXXVI , 用 层 析 法 条 化 并 用 鱼粉 和 醋酸 加 以 还 “了 
Mike 所 得 的 下 氨基 化 合 物 直接 加 以 硫 甲 栈 化 、 所 成 的 硫 甲 酰基 苷 


- (XXXVID 
(XXXVIID 


(XX XIX) 


| ie S a 
OH-OH. bu H-CH,-OCH2Ph, 


ww 
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OHOOH;Ph NS 

RE Mes NOH (OHO Ac) 3-OH>-OOHPh 
NH, OHO 7 2 
_ (XXXIV) (KXXV) — (XXXVI 
O 
OH OH : 
eg" \ HGH. CHL. di. OH. CH,-OOHPh 3 


pe OAc| — . 
NH dur.dx- H-OH,-OCH,Ph 


an ML : 
26 eck .0 th. OFl,-OCH.Ph 3 


copes 
| OH OH| 
on.GH.GH. H-OH,OH 


(XLT) 腺 顺 喻 核 背 


116 Sne BVeeREam 


(XXXIX) A PERERA, DABS CXL), 2-F meee 
和 5- 下 基 可 用 Raney 2a eR RRS. PENT ORES 
BEZEL REN FS Fl Be 4 1% FF (9-8-D—lR iy AK BE EE HR A) (XL), 
IEA FT DAD ERE BEA BP TFS Bl BY FRAY FABIA 

DORMER FF BG DRS NS Ey GS EH A ORS BSR 
0108 | ETHEARF RAAT HARMI SASHES CA 
Dee A ETO 。 5 

Davoll, Lythgoe 和 Todd"! 所 发 展 的 第 二 种 一 般 合 成 方法 ， 
是 Fischer 和 Helferich ”的 原 求 方法 的 改良 法 。 在 这 个 方法 中 ， 
一 个 适当 嗓 哈 取代 物 的 银 盐 与 乙酰 卤 糖 类 进行 反应 。 要 将 这 个 方 
法 应 用 于 天 然 核糖 核 苷 的 合成 ,就 必须 采用 卤 乙 酰 叶 喃 核糖 。 这 
个 化 合 物 是 用 Howard, Lythgoe 和 Todd? 的 方法 制 成 的 。 将 
Bredereck、 玉 thnig 和 Berger 首先 所 制备 的 二 2,3- 三 乙酰 - 
5- 三 茶 甲 基 -D- 核 糖 先 用 氨 解 方法 除去 三 节 甲 基 ， 使 其 变 为 工 2, 
3- 三 乙酰 -D- 哮 喃 核糖 , 然后 通过 乙酰 化 作用 变 为 二 2, 3, 5 四 乙 ， 


NUN 
OO 一 一 一 
AcO OAc ol : 
i 十 N | 大 Ga 
ClIOH.OH.OH.OH.OH,.OAc 
GS 
(XLII) (XLII) © 


O f 
| oH on | | ia i 
peer E- ORE athe. H-CH,OH | 
iia | 
N N 
rio hye 
N oe. N 
‘a Nes 


(XLIV) (XLV) jRuneaete 


x BE em aa: 
: E-D-HR ABE. TET Poh BN YAP IE7K Z. ME A 1 SB A 
MM Be 2 Ey HEL Hl IRSA, E-D-e Se (XLT) ,再 与 2,8- 二 
EN ACKLLL) Ye HE ea EER He, fl AK 2,8-— 
‘-9-B-D-We mL EEF (KLTV). ZEON Ay SAY IER ETE FTE 
ACSIARYE HP (XLIV) 844, 则 得 到 9-B-D—We Oi EEE DRE 
‘Wy (XLV) , 3A ABER PT RS EE]. FAA 
POHL HST BBE 。 
EEE 
Re aS me AEE 9 Hs Be ANTS A Ce FB A AS 
Who RP AMA th A EY EI SZ 
Bho PUGH PIER ARLE Ay OIE CEO ET AH 
于 这 些 取代 基 具 有 质子 移 变 能 力 , FERS cme te. 这 个 
困难 被 Hilbert 及 其 同 工 者 所 克服 , 他 们 采用 了 2, 6- 二 烃 氧 基 喀 


Bia . 
中 Of oa | | 
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(XLVIT) 与 2,6- 二 乙 氧 基 喀 啶 (XLVI) 9° FB 4 Bl) — 4S jee 
物 (XLVIIT) ,这 个 产物 沟 甲 醇 的 氨 溶 液 处 理 后 则 生成 一 种 破 类 物 是 
质 的 混合 物 ， 从 其 中 用 重 千 晶 方 法 可 将 胞 喀 啶 核 昔 (XLIX) 分 离 
出 来 , 这 和 天 然 的 胞 喀 啶 核 背 相同 。 胞 喀 啶 核 背 沟 膀 气 后 就 生成 
尿 喀 啶 核 苷 ( 工 )( 另 外 车 从 开始 反应 时 所 生成 的 产物 用 盐酸 处 理 ， 
亦 得 到 尿 喀 啶 核 苷 ) 。 由 Howard, Lythgoe 和 Todd? 合成 的 这 
个 胞 喀 啶 核 苷 是 第 一 个 合成 的 天 然 核 苷 。 
RAG BAT HA aM 
Te SALA BLL Tia BRE A TE A 2! EAR ERTS, BTS 
RISE SB I BREE EA EF HS ALP 3-8 —-D—e  eE EE 
基 胸 腺 喀 啶 (或 尿 喀 啶 衍生 物 ) 通过 2 ,3'- 亚 异 丙 基 衍生 物 的 生成 “ 
变 为 5- 乙 酸 盐 。 产 物 猎 甲苯 -对 - 磺 酰 化 作用 后 序 得 到 B- 乙 酰 -2 
甲苯 -对 - 磺 酰 核糖 苷 基 胸 腺 喀 啶 (LI) ,再 用 碘 化 钢 处 理 后 郎 得 到 ” 
2'- 腊 氧 -2- 碘 化 物 。 这 个 碘 合 物 在 催化 剂 纪 的 存在 下 氢化 ， 并 除去 


乙酰 基 后 则 得 到 胸腺 喀 啶 核 并 (LIT) 。 
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第 六 章 ， 核 作 酸 的 千 构 及 其 合成 


= 


。 ， 核 音 酸 是 核 苷 的 磷酸 酯 。 核 酸 的 单 体 糙 构 单位 就 是 核 苷 的 单 
磷酸 酯 。 二 磷酸 酯 可 以 从 糖 的 第 二 个 状 基 用 第 二 个 磷酸 分 子 磷酸 
ASLAM TTBS, fe WERE WE ha 
Pi AS, TREAT RE > , CURT 9 A ERERR POE 
SERIA DL fewNy 2'-, 3'-2k 5'-irt k. (LEE 
中 则 只 有 8A B'-AY LETT DLS RRA A 所 有 这 些 异 构 体 都 便 
| 沟 从 核酸 的 酶 促 水 解 或 化 学 方法 水 解 的 产物 中 分 离 出 来 。 下 面 是 
”以 腺 顺 哈 核 音 酸 为 例 的 五 个 已 知 的 核 背 酸 的 精 构 ; 
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7 —O O—|——— ~ 3 > 
OH OH Gor 
b d pes a 
— CH-OH-OH-CH-CH,0H —CH-CH-CH-CH-CH,OH 
« , Ce a, A Bi s 
a (1) | (1) 
| 腺 吸 喻 核 昔 -2 eR 腺 嘎 喻 核 昔 -3'-- 磷 酸 
= Ree ATER (a) . RAR (b) 
oh SRLS ARES RNS 
OH OH 
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4 SC. 
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腺 吓 哈 核 苷 -5/- 磷 酸 


肌肉 腺 顺 喻 核 昔 酸 
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1 
多 年 来 _- 般 都 认为 用 化 学 方法 水 解 酵母 核 烽 核 酸 时 ， nt 
产物 中 只 能 分 离 出 四 种 不 同 的 核 昔 酸 。Levene 和 Harris~*! 研 

了 酵母 腺 呀 啥 核 音 酸 分 子 中 的 磷酸 基 团 的 位 置 。 他 个 使 及 嘲 办 
FORNICATE, FEET ERA RE ACHE 
Ws Ry a ae Bg) Sin ve wonees (2 el 
FEWER. 3 VSCHI REE AN BED BRME RR ARIA , mR 
BEEF RATT ABR Hat Fa ERR eHF—2 AU WK EB 
” -磷酸 (I 和 TL) BAI. “Rede Ve A ia BR 
AGM RRO (VIL). 30 
FL AA, PAS IJ I A A, FUG 
AWA BR Be JS 4 J —3—HESCVL) , EL TG BRHF RR 
HG EDRs Be H-3'—BERe ; 
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FEET ER FR A FR 125 
OP(OH)， 


pug mae OP (OH), 
OH O OH OH O OH 
Bs hr Ort. On Orion. HO-CH,-OH-OH.-OH-OH,-OH 
(VI) (VIL) 
AK 3A AY BERS —3— AA 


酸 叫 。 用 类 推 方法 也 可 推 想到 喀 啶 核 音 酸 也 是 -3'- 磷 酸 。Michelson 
和 Todd"! 通过 确切 的 核 背 -3'- 磷 酸 的 合成 企图 证 明 这 些 千 论 , 他 
个 得 到 了 和 天 然 产物 完全 相同 的 腺 邑 吟 核 苷 酸 和 尿 喀 啶 核 背 酸 。 
和 但是， 在 所 采用 的 合成 路 巷 中 有 中 间 产 物 亚 共 基 核 背 生 成 ;这 个 
MA BU Oo EE 8! B'-T AE FE RE AE", BA te Brown, 
_ Haynes 和 Todd EL gtarHijx20At Ay 2! ,8'-WK IT Ay , 
| 因此 Michelson 和 Todd 所 合成 的 核 昔 酸 就 不 能 彼 确 定 是 -3'- 
磷酸 ,因为 它们 也 同样 可 能 是 -2- 磷 酸 。 便 烃 用 直接 磷 酰 化 方法 将 
上 亚 共 基 衍生 物 用 于 制备 核 音 酸 失 %9 。 这 些 核 苷 酸 原先 彼 认 为 是 
-2- 磷 酸 ; 而 现在 应 当 看 作 是 -5- 磷 酸 。 
U 象 在 第 四 章 中 所 描述 的 ， 在 核 句 核酸 的 化 学 水 解 产物 中 实际 
EAA 8 种 不 同 的 核 背 酸 ， 而 不 是 4 种 。 这 8 种 核 苷 酸 组 成 4 对 
的 两 种 异 构 体 , Carter 和 Oohneo 称 之 为 5 异 构 体 和 5 异 构 体 。 因 
上 此 从 核糖 核酸 的 化 学 水 解 产 物 中 所 得 到 的 腺 嘎 哈 核 苷 酸 ， 不 象 当 
和 和 初 所 想象 的 仅 是 一 种 单纯 的 化 合 物 ， 而 是 腺 叶 叭 核 苷 酸 o FR 
| WEE b 的 混合 物 。 这 两 种 异 构 体 可 以 用 离子 交换 、 颖 层 析 和 和 纸 
由 电泳 方法 加 以 分 离 和 提取 出 来 (参看 第 四 章 ) 。 要 确切 指明 核酸 中 
” 核 背 酸 间 速 接 的 位 置 ， 就 必须 准确 地 测定 核 苷 酸 异 构 体 的 烙 构 。 便 
时 犯 对 这 两 种 异 构 体 进行 了 广泛 的 研究 ， 这 些 研 究 因 腺 味 吟 核 苷 酸 
a ARMM REE « 的 确切 合成 而 达到 了 顶点 。 
Carter 和 Cohn” KF Pik RNAS EF FEY HS co Fb BA SE oT 
Ba in ana se ee , ELT HAPS Se RU Ae EY 29 
BR y-3'-wE, Carter 和 Oohn 根据 酶 促 水 解 和 化 学 水 解 


由 饲 顺 哈 核 苷 酸 所 得 到 的 核糖 磷酸 酯 被 认为 是 和 来 自 腺 嗓 哈 
| 核 童 酸 的 核糖 磷酸 酯 相同 , 因此 饲 嘎 叭 核 昔 酸 也 和 寥 认 为 是 -3- 磷 
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GY TOE I ik HP ST Hg ek HP Bg 7S I SE-B Ba TRE 
fi. Brown, Haynes #1 Todd™ ik A T ik— 2X, FE BLAB HG Bh 
FER AHS 1h NY AE FE EY, TT RS 核 -5'—T 要 


则 不 然 。 


旋光 性 ， 从 而 表明 它们 都 是 从 -3'- 磷 酸 街 生 而 来 的 。 但 是 从 核酸 


中 只 能 分 离 出 一 种 具有 B 构 型 的 腺 嗓 喻 核 苷 。 如 果 & 和 小 异 构 体 ， 
在 董 键 上 具有 不 同 的 构 型 ， 则 核 普 酸 分 子 上 的 异 构 现象 应 当 在 核 ， 
HRS TRB. HEL, 这 两 种 和 生 异 构 体 在 稀 酸 洲 
液 中 迅速 互 变 ， 产 生 一 个 两 种 异 构 体 的 平衡 混合 牺 虹 二。 这 样 的 


FS Hh SoA Te A FE OC oe Se, TART 


PPR Fa i BB — BS BV, , EL a ay 观察 到 这 些 现象 。 


根据 上 壕 的 论证 ，Brown 和 Todd") 认为 从 背 键 的 不 同 构 型 
六 引起 的 异 构 现象 的 可 能 性 是 最 不 可 信 的 。Brovwia A Todd 4g 了 
VEX TR EMS EER 4 和 8 混合 物 的 合成 支持 了 这 一 观点 。 他 何 奖 4 
DS 5 FERRY Be EF Ft en DUR A GL 
PRE SEF SEAR IE, FE Dn DS, BASEN A q 
CNT > PH RG oe TF aR ASE ea Pe DM BL 
PARIS 1S DAE Ee ROS Ec 1H Ren FSA Te a 


LOBE ESF Ace FMB FT X- FED ARE DL Beer 外 Fe ee , 
AKT 2 92 Hy Bt a v RUSS FR ?。 根 据 这 些 证 据 ， 


DISET OO He BRR AR 。 和 5 这 两 种 异 构 体 是 腺 咕 夏 松 间 
-和 -3'- 磷 酸 ,虽然 异 构 体 v 不 一 定 就 是 -2- 磷 酸 ， 异 构 体 8 也 四 


不 一 定 就 是 -3'- 磷 酸 。 这 似乎 也 可 以 合理 地 假定 ， FEM DAY 


ABRAM AR ALE — Fy ABA AR, Oartor") pe 
出 男 一 个 可 能 性 , 序 这 两 种 核 苷 酸 都 可 能 是 3’, “EAP AT ABE 
于 在 并 键 上 的 "-8- 异 构 现象 而 引起 差异 。 这 种 可 能 性 似乎 因 导 
Doherty!" 的 工作 而 受到 赞许 ， 他 从 @ 和: Sea ieee RRO 上 
花 酯 时 重复 了 Levene 和 Harris™ je py Fh RUUD BE TER Fy tk 7 
(同样 也 对 局 顺 哈 核 背 酸 异 构 体 ) 叫 的 工作 ， 并 指出 这 两 者 都 没有 
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48 cee, 也 是 属于 同一 类 型 的 。Loring、Hammell、Levy 和 


tt 

是 余下 的 问题 是 鉴定 腺 叶 哈 核 背 酸 v 究竟 是 -2- 还 是 -3'- 磷 酸 ， 
或 对 其 他 核 苷 酸 解 决 类 似 的 问题 。Oavalierina 测定 了 胞 喀 啶 核 苷 
AR TR gc 和 九 异 构 体 溶液 的 密度 ， 井 发 现在 所 有 省 度 
下 腊 构 体 溶液 的 密度 都 比 异 构 体 < 溶液 的 密度 大 。 由 于 双 极 离 
是 隆 中 荷 电 基 团 距离 的 增加 而 使 其 水 深 液 的 密度 也 有 所 增加 ”由 
于 深 剂 电 粹 作用 (clectrostriction) 的 增加 ], 因此 断定 异 构 体 2 中 
的 荷 电 基 团 间 的 距离 较 远 。 根据 已 知 的 胞 喀 啶 核 苷 的 精 构 (i 
| 章 ; 图 24), 这 就 证 明 8 酸 是 -3'- 磷 酸 。 


用 相应 氨基 的 PK, 值 也 支持 了 这 一 观点 。 胞 喀 啶 核 背 酸 的 < 
和“ 异 构 体 的 氨基 的 PK, 值 分 别 为 4.36 和 4.28， 腺 嘎 哈 核 苷 酸 
的 ac 和 7 异 构 体 的 氨基 的 DK, 值 则 分 别 为 3.81 和 3.74。 后 者 的 


数值 与 Alberty、8Smith 和 Bocktsl 所 提出 的 数值 3.80 Fn 3.65 
DK Kuna™ 所 提出 的 数值 3.79 和 3.56 相当 符合 。 理 论 上 , 电 
上 荷 相距 较 远 的 -3'- 磷 酸 异 构 体 应 具有 较 低 的 DPK4 值 0。 也 全 从 此 
PRCA DH 值 的 改变 的 性 质 5 研 究 了 糟 郑 基 在 pH 12~14 
上 范 男 内 的 电离 现象 。 假 疏 在 这 个 范围 内 是 2.- 郑 基 在 进行 解 离 , 则 
上 可 以 认为 上 述 千 果 支 持 了 上 面 的 精 论 。 此 外 也 试用 磺 酸 型 树脂 使 


| 酸 都 产生 了 核糖 -2- 和 -3'- 磷 酸 酯 的 混合 物 ， 因此 显然 在 水 解 过 
RRP RET MRI BL 。 

Heme se RU PR AL OT te i UI Ee FB 

a 和 的 红外 光 计 之 后 ， 就 进一步 证 明了 a fn b Fy -2'- 和 
Bip? 。 胸 氧 胞 喀 啶 核 苷 -8!- 磷 酸 的 红外 光 计 与 异 构 体 的 
国 竹 外 交 请 相 伺 而 与 " 异 构 体 的 不 同 就 再 一 灵 有 力 地 邯 明 8 异 构 体 

”就 是 -3'- 磷 酸 。 
a 虽然 关于 庆 灾 核 昔 酸 异 构 体 的 所 有 上 述 证 据 都 互相 符合 ， 但 
恒 。 境 和 和 可 靠 的 化 学 合成 的 旋 实 还 是 必要 的 。 Brown, 0 


Bortner 2) sor ue mE RATER @ 和 汪 得 到 相似 的 烙 花 ,因为 用 酶 除 


RMA R @ 和 2 水解 来 研究 这 个 问题 。 但 是 , 不论 用 那 一 种 ， 
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Magrath 和 Todd Xo it Wi dy 1% EF-2' Tok WR AY & Be IS Brown, | 
Todd 和 Varadarajan”) sof hemes me Ay 苷 -2 -磷酸 的 合成 提供 了 这 5 
样 的 证 明 。 腺 味 喻 核 苷 -2 RH Mao FE 5 乙酰 腺 叶 吟 核 苷 
猎 乙 酰 化 ”后 产生 乙酰 腺 味 啥 核 苷 、 — CR RSS A= CBE 
BRET tn, Sob RAST RI 国 


EP BR BS HK. J] O- 共 基础 00- 二 葵 基 础 本 使 三 乙 Be PR 


EPRI HE PT 5 2) — CBG BR EE RSE ER Ve ey Bg Na ‘ 
TBE FA, Sa DU 2 ZC Wie EAT LAA ACP, 旭 得 到 二 去 1 
SUR SER. FAI RAE ZOE OD TA Ae ee, 
REMC AS POs ES ITER OY Ee Be Re BE hy MR ae ee 
pees , 
TET Er BOS STEP A SM BEER, TH — pb Hy 
PUA. Blk a Sta iMate FRE — Ze BOI poe 
下 的 糙 构 ， 因 为 所 留 下 的 空位 必然 是 和 的 基 团 相 适应 。 2b 
BREADS ECT EDR 4 中 的 哮 哺 核 糙 部 分 的 磋 酸 基 团 的 位 置 用 “过 示 ， 
INTE > OSA rH bea, UST AZ BRN ete 
b, 5'-— CREA BF, Feet is 甲苯 -对 - 磺 酰 氧 作用 然后 除 ” 
去 乙酰 基 , 则 得 到 a- 甲 茉 -对 - 磺 酰 腺 味 吟 核 音 。 HEAR 
Je PERS PASS UAE, A DAC EIA LI FRE Aen . 
Hei, GR PTS EME OE 8A an age 
8 ST IBARR A, ARE ofr aR 
任何 衔 生物 只 能 表明 O-PS DR AE BP Ore | 
XY BEE Bees typ a 2-H a ie, Aue 
NORTE «LAE MG ee —2' at pm mnie a 
DRS BEE 8'— rate | | q 
2 是 核 首 酸 qd iy A SCR ARIEL ARE, Sp x 
na RM De RENAE NZ TERN 
DER AED: CEILI Ae Bi —. Oey, 2'— FP IRIE Wie EFAS 4k J 
起 来 ， 因为 后 者 沟 水 解 后 产生 一 个 灼 鉴定 为 3~B- D-H Rs bay Hr 
ETE DROME fy Se AE HE. Pa DESEO Ih ER ESATO 


oo be 

ri . 

. ,, j 
a > 
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ARES Wun He «HIE Ma we Be HE-2'-WE RE, Baron 和 
Brown?” feiBe Pi By NAS BUI PE AY Hae, Be Bd J 


在 这 些 反 应 的 过 程 中 没有 发 生 磷酸 基 轩 的 移 位 。 
核糖 核 背 -5 -磷酸 


”用 酶 促 水 解 制 得 。 
这 些 核 背 酸 的 糙 构 可 以 比较 容易 地 加 以 永明 。 一 般 都 是 将 它 


FDR UL RR EER) PE, HERA ACHE 
WEEE, Te HE My Be TF -5'- 磷 酸 的 糙 构 已 由 Levene 和 
| Jacobs!) jpn CLEC, AAP FARR AK FHF SHE WR ABs T-TREE 
BERD TOETUR FS. PVR Pe Ase be —D— oe rh 


WREDEAATIG a Hab 裂解 , 可 分 别 产生 核糖 -2- FA HES 


SACI DOH EULA, #BRBIEA TPB’ BERET DG Be HE 


ARATE Be STIS oO CR, BER TERE PRK 


RACES IE ROEM. TRY ORE-D-BENE MULE 


«Aah -5 磷酸 酯 的 比较 而 加 以 证 实 29 。 这 些 核 苷 酸 亦 可 


被 壳 酸 盐 所 氧化 , 井 且 在 氧化 时 消耗 工 克 分 子 的 过 珊 酸 盐 ea。 
| we Be UR RE 


ag ae ee AIA AR ea 由 -2 -或 -3 -磷酸 所 形成 的 环 状 


_0H.OH.OH. H-CH,OH 


: 
R 


ia (VILL) 
f° R= BL PRR EHR 
* RSC y “R” , LEE “P” (ARLE) 4 


PY: 

"' 
ne 
5 


ETE NRNY «Fb SER HAH BLA EBLE ey -2'— 8 
WORD Be Bea" (Ce Se TY LSI He ASH ESTA Brown 


二 本 < 


‘se 


Go INF RAGE FE, 只 能 有 -3- 和 5-H, 
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PEFR (VITD) 而 进行 的 。 也 有 人 认为 当 核糖 核酸 稚 碱 水 解 时 ,下 时 
有 相应 的 磷酸 环 酯 生成 (BBA), 。 这 些 环 酯 是 一 种 三 酯 , 因 有 
为 猜想 在 多 核 背 酸 中 相 邻 的 核 背 酸 是 通过 5 位 置 连 萎 起 来 的 .四 
这 些 环 状 核 音 酸 全 由 Markham 和 Smith YORAM RENE 
水 解 核 粳 核 酸 的 产物 中 得 到 证实 。- 
Brown, Magrath 和 Todd®?? A WOT FIRS Be Ae 
Weg iE AA “EB A SAR ie ASK EF BR (APH Hs 2 BE PF-2' , B'S aE Be) 
CVITT) , FF a5 2 5C5 ra BERR ES HA FI], MRE : 
ERAN TRAE BUTTS °° (15 33k 3-1 J PARR HIE bm, 
而 在 酸 的 作用 下 则 变 为 c 和 好 两 种 异 构 体 。 (ASE, Ree ga 4 
NODE ECT AK SG TERE RUBE @ 5 和 五 丙种 异 构 
5 (BAR BOY HE FA 。 / 3 


PEA DOE FB 


PSIG AC SIE BR (225 71 J I SS YU 
PARROTT ER, (ELUM BE EUS ET SU Be PAK Sie 


CSE SIL HE: GTS HIRO MAIL, FELT 
THO RRO RH FOTO. SARI MIC I 
SES 1 4B R EAI: EIGZIC PE AT DL MSU tee ase 
SBT ER RET] DBL 中 - 核 背 酸 酶 除去 sa, oe te ae oe Bo 
FELIS SBE’, BRL IBE ae MS Ay pene 4 
PA TE—D'— TER. FAL“ EB A emg 7K AE AT DFE Ape 
CL e. ae Te eee 
BEI GA — ASE PCB NI RG 5 FLA eT 2) gp 


BERET IY 
: EL eT -2'—An-8' ony oo, 1 EE 


’ 
a 


a : 他 = 


有 
Meg Tee ee ee ee ae 


Toda FRA EU we Ps 2', 8! EPIL AT ALY Im DL EB 


4 化, 然后 用 酸 水 解除 去 亚 异 丙 基 而 制 得 。 但 是 所 得 的 产物 产 率 低 ， 


因此 需要 对 确 酸 化 剂 的 本 质 加 以 改进 。 上 比较 满意 的 吉 询 是 一 具 基 
氧 磷酸 呈 9 。2 ，3'- 亚 异 两 基 腺 嗓 叭 核 苷 在 吡啶 中 与 这 个 试剂 作用 
本 产生 已- 二 举 基 础 酸 (IX); 通 过 催化 氨 化 除去 革 基 以 及 用 酸 水 解 


制备 四 了 胞 喀 啶 核 苷 -5- 酸 和 尿 喀 啶 核 苷 -5- 磅 酸 。 


ae OCH,Ph 
11.0H.OH.OH-CH)-0.b—0 


ee bo 


a) 


磷酸 环 酯 的 合成 


RRR Ue ee EF AR me EA 
| A= MZBFNE A 从 cA 异 构 体 的 混合 物 中 制 取 的 ea 。 反 


能 与 另 一 个 磷酸 基 田 作用 生成 焦 磷酸 酯 或 与 另 一 个 核 苷 酸 上 的 郑 
| 基 作 用 生成 二 核 背 酸 。- | 


a 
时 ra O 
4 O—P (OH) -OR’ 
> O OH 
4 ~o11-611-Cr-6H.01,01 
a 
By (X) 4 
s (R= Aeros OBE) 


(R’—OO-OF,) 


- 
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e, : 是 由 Levene 和 性 psontto, 纪 合成 的 ,最 近 也 由 Michelson 和 


除去 亚 异 丙 基 后 就 得 到 腺 叹 哈 -5- 磷 酸 上 9 。 亦 全 沟 用 这 样 的 方法 


由 应 最 可 能 是 通过 这 些 核 苷 磷酸 与 三 氟 乙 酸 先 生成 一 个 混合 栈 (X)， 
| RAMA AMOUR OIRIL ER, BAUR ARPA 


0." 四 
有 人 
iL 
i” 
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AM RIN Se 


Michelson 和 Todd'*) £5 ST Sa REE Me AZ EF Cg Re EA 
$f-5'- EME) 和 胸腺 喀 喧 核 苷 -3' -磷酸 。 SAA RET 5'— ; 
= 25 FE RE EK FD DR EL, He Wo PS : 
胸腺 喀 啶 核 苷 -3 -磷酸 。 1 

将 5- 三 葵 甲 基 胸 腺 喀 啶 核 苷 乙酰 化 使 成 3- 二 酰 -外 三 某 i 


基 胸 腺 喀 呢 核 苷 ,然后 再 和 乙酸 共 热 , 即 得 到 3'-C BER ee 


苷 。 将 这 个 核 背 用 二 共 基 毛 磷 酸 磷酸 化 ， 然 后 除去 保护 基 团 序 得 轴 
到 胸腺 喀 啶 -5- 磷 酸 , 这 和 天 然 的 胸腺 喀 啶 核 苷 酸 相同 。 也 合用 相 上 


似 的 方法 合成 腊 氧 胞 喀 啶 核 苷 -2 AUR AA 


喻 核 苷 -3'- 和 -5- 磷 酸 哆 。 在 合成 过 程 中 所 遇 的 唯一 困难 是 熟知 
的 叶 吟 腊 氧 核糖 核 苷 及 其 衍生 物 对 酸 的 不 稳定 性 。 这 就 使 得 有 必 昌 
要 对 合成 方法 加 以 某 些 改进 。 所 有 合成 的 - 蕊 -磷酸 都 和 用 酶 促 水 下 
解 晚 氧 核糖 核酸 所 制 得 的 产物 相同 。 | 
(ORM 
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第 七 章 核酸 租 分 的 酸 碱 性 质 “ 


Oy A ME ee 


Ze 8 FNL ST JL FPS ik FOE ERA pK. fi, Levene,Simms 
AN Bass) Hil ret T ARE We BY ES HB, HEE i DB 
， 有 两 个 酸性 解 离 基 团 , 其 pK! 值 为 9.28 和 13.36。 这 种 解 离 是 由 
于 具有 两 个 一 00 一 NH 一 基 轩 的 缘故 。 随 后 他 们 包 对 原来 的 工作 
HW Tk, HERE RATE IE, HC pK! 值 为 
9.45, Taylor? 证 实 了 这 个 修改 和 修改 后 的 PK4 值 。 第 二 个 解 
离 小 的 原因 和 井 非 完全 由 于 静电 效应 名 , 而 是 由 于 这 两 种 基 团 具有 
差别 的 必然 结果 ,虽然 1 和 3- 甲 基 尿 喀 啶 的 PK) 值 还 非常 接近 。 
| 这 个 观点 被 与 具有 pK! 值 为 9.42 Wy FH Heme me (2 氨基 -6- 氧 喀 
。 啶 ) 的 第 二 解 离 相 比 时 的 pK, 值 为 12.16 的 胞 喀 啶 的 极 小 的 第 二 
| 解 离 (一 NE 一 00 一 基 轩 的 解 离 ) 所 支持 。 这 必 明 在 一 NH--00 一 
| Mees , 2- 位 上 的 次 基 比 6- 位 上 的 装 基 能 引起 更 强 的 破 人 性 性 
L 质 。 根 据 这 个 和 其 他 类 似 的 证 据 ,， 表 8 所 列 的 pK4 值 区 分 了 
[一 NowH 一 0e0 一 和 一 NB 一 OO 一 的 解 离 作 用 。 
，。，” 象 在 胸腺 喀 啶 中 的 一 样 ， 在 尿 喀 啶 的 扩 位 上 引进 甲 基 对 
 —NH—OO 的 解 离 的 pK) 值 井 没 有 什么 影响 。 胞 喀 喧 和 异 胞 喀 
_ Wehy pK, (44 8 2y.4.60 和 4.01， 这 是 因为 它们 含有 氨基 的 缘故 。 
和 SSO GM 1535 Ut RHA. PBR es RS 
| FERENCE « 

RS FS HEY PK4 值 分 别 为 4.15 和 8.8, 这 可 以 
蚂 因 于 屁 们 所 含 的 氨基 ， 而 岛 嘎 哈 的 另 一 个 解 离 的 DK) 值 为 9.2 
是 则 是 由 于 含有 一 NH 一 OO 一 基 轩 的 称 故 这些 解 离 值 都 可 以 和 喀 
用 绽 的 解 离 值 相 比拟 。 腺 照 只 的 人 角 离 的 DR 值 为 9.8 和 扁 嘎 哈 的 解 


136 Sie BIRBADHMRMER 
才 8 NS PRANOR EBAY PKG 值 


@it—NH, |—Ni)H--C@)0—|—N@H—0~,0— fae 
aie 9. 451-3; 9.51 
1- FASE RUE we 9.998 
3— FASE PRE hE 9.718 
Fy Ree MRE 9.828: 9.911 
4.63,4;4.4511; 
Hehe | see 
-5- 甲 基 胞 圈 啶 | 4.812; 4.61 
Same we 4.018 9.428 | 
iz 4.156;4.1218: | 9. 86,13 
aKa 41614. 4,29%6 
iF 3.36; 3.212 9.26; 9.612; 12.36 
Be B ? 9. 3615 . 
rey 7 712,17 
1 ey 12. 056,17. 
3- 甲 基 黄 嗓 喻 8.517; 8.16 11.36.17 
7- ps ay 8.517; 8.16 isk 
9- 甲 基 黄 嘎 哈 | - 6.317，6.256 
AAG 8.84; 8.717: 124 


8.912,16 


离 的 DK 值 为 12.8 几乎 肯定 地 都 是 由 于 号 唑 环 中 的 NE foe 


#29 —N— JRE, Taylor 发 现 葵 并 咪 哈 的 碱 性 解 高 的 pK! fa 必 


为 5.3, 而 酸性 解 离 的 pKa 值 为 12.3。 这 两 个 解 离 值 应 当 分 别 代 


表 一 NE 一 和 一 NH-- Bi MEH IES. IF OR MEE pK 国 
_ fil 5.8 可 以 与 Dedichenm 所 测 得 的 咪唑 解 离 的 DK fi 7.1 Fate 7 


拟 ,而 节 并 咪唑 的 解 离 的 PK' 值 12.8 25 UN 1- gn SHAE 


FEM OLAS ORS FBR, TET, T- | 


和 9 SESE WAS 1 ATH SEES RUA WY ae 7S 9.8 By EEE 


HS Ee THEE is 25 Be A CAE 


特别 低 。Taylor' 将 腺 顺 叭 中 的 这 个 基 团 所 具有 的 异乎 寻常 的 酸 
性 强 庆 归 因 于 在 喀 啶 环 中 氮 原 子 上 具有 阴 电 荷 与 咪唑 环 中 移 原子 。 


上 具有 阴 电 荷 的 分 子 烙 构 共振 的 糙 果 。 如 所 观察 到 的 一 样 , EIS 
FERRE BE LA USL aa HE BE, Taylor 
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认为 这 个 解释 可 被 腺 嗓 叭 的 Oay—Oo) BESS Le La he AY Oy—Co) 


GEKA Ki BIKE , $ Broomhead" (参看 第 五 章 , 103 页 ) A 
RET EMT AO TIE PME, {AAL, Cochran™” 认为 Taylor 
HMA DIIEAAE IY WALL Oo 一 0e 和 No 一 Oo) 键 变 为 单 键 ， 
Nm 一 0 键 变 为 双 键 ,而 千 唱 学 上 的 数据 则 指出 所 有 这 些 鲈 他 都 


相似 ,并 且 和 都 带 有 20 ~ 50% 的 双 键 性 质 。 


REEF A ER 
| Fe 9 PL T ee A HY pK! fh. HY pK, 值 与 它们 
| HEARN ROME ET PKL 值 相 接近 ， 虽 然 这 些 母 体 的 DPK4 
值 都 有 偏 低 的 趋势 ,也 就 是 悦 , 酸 性 解 离 是 加 强 了 。 在 大 多 数 的 情 
SEE, REAP DUB WL pKi 值 在 12.38~12.5 之 问 的 ， 常 伴随 着 一 
| 个 额外 的 解 离 现象 ,这 个 解 离 值 是 属于 糖 的 郑 基 解 离 的 正确 级 次 。 
| D- 核 糖 的 解 离 值 还 没有 测定 过 ， 但 是 已 痉 知 道 葡 萄 糖 的 PK4 值 
是 12. Ts8~20] 
”上 比较 核 背 酸 与 其 相应 的 核 苷 的 解 离 值 时 表明 它们 比 后 者 多 了 
| 珊 个 解 离 基 团 ， 它 们 的 pK) iy 0.7~1.6 和 5.9~6.5, 这 两 个 
数值 是 糖 磷酸 酯 的 第 一 和 第 二 解 离 的 正确 航次。 葡萄 糖 -3- 磷 酸 
上 兹 的 第 一 和 第 二 解 离 数 值 为 0.84 和 5.6750 。 其 他 糖 磷酸 酯 的 解 
Bae ea 
RRR, Ee ALOE 
BSAA STOMP MR; A A RE DLS 
FEAT RAPE A BEB PR A AI EE 
BEKAK PM ILPLARAWRES, TARE 
上 液 中 时 , 双 极 离子 与 不 带电 分 子 的 比例 仅 为 7:1, 这 是 因为 质子 化 
疯 捍 基 具 有 强酸 性 质 的 条 故 。 但 是 即使 如 此 , 在 等 电 点 时 双 极 离 
FG TRAD. 
和 过 去 所 记载 的 解 离 常数 值 都 是 2- 和 3'- 磷 酸 酯 混合 物 的 解 离 
必 党 数值。 但 是 ,自从 能 够 从 每 一 种 核 苷 酸 中 分 离 出 其 中 的 各 个 异 
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Pee ts gr9' ET | se08`65er2r6| 一 geri see =e a3 ase 
* #68 onde ee ae are] * ELA Me WONT tio 
x 一 | 159"9 | ， 129° “gr9T 证 Pa 9-3 is BH AY 
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ee ! SEAR | _ 189 
. 构 体 后 ,就 有 可 能 单独 测定 个 别 异 构 体 的 pPKe 值 。 
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REALM CER PAW TE, AeA 
ABIES EHO EH. WED ROE CAE A 
hiie), SEL RUMAABEREADT, 其 分 子 量 从 可 
能 只 用 万 一 直到 好 几 百 万 , AES eR. 要 确定 这 
| 些 多 核 音 酸 的 粘 构 ， 首 先 需 要 考虑 的 问题 是 在 多 核 普 酸 分 子 中 使 
”两 个 相信 的 核酸 和 在 一 起 的 初 刍 的 性 质 和 位 


lh 


% Pe Pe mR bE RNB 


Esa 三 让 使 许多 核 音 酸 速 周 成 _ 个 多 核 董 酸 时 ， 理 论 上 可 能 有 几 种 
ans (EFS WO: (1) DERE AIS IRIE AH Wy BR Be, 
(2) PS a A, (3) 在 味 吟 环 和 喀 啶 环 上 的 氨 
基 和 磷酸 基 之 问 的 磷 酰 胺 键 和 (4) 两 个 碳水 化 合 物 残 基 之 间 的 醚 
re ee 
Fi PALE eR RR a a RN EE Eran 

ABET. HL SHORE Ey A I ESE 
 PRAVBREEIE HAASE AE. BART ALTE A EP PES I 
| BATH PAU A Aa eH ERE BT 
如 果 将 上 述 四 种 构成 核 昔 酸 之 问 的 键 的 可 能 方式 分 别 用 于 构 
几 成 核酸 ， 其 精 果 将 产生 具有 极 不 相同 类 型 的 和 不 同 数目 的 可 满 定 
量 的 游离 酸性 基 团 和 碱 性 基 团 的 大 分 子 。 这 些 基 团 摘录 在 表 10 中 。 
| 假如 在 核酸 中 只 有 一 种 方式 的 键 占 优势 ， 则 用 电位 涌 定 法 来 测定 


142 BAT BRN (—) 
eer eT ey 
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多 核 昔 酸 中 游离 的 酸性 基 团 和 碱 性 基 团 
键 的 形式 


一 级 二 POH 基 团 | —=POH SEI] Fa _NH_ OO- 
(1) Haat 全 有 an. 
(2) 焦 磷 酸 键 Mo 全 & 
(3) 磷酸 酰胺 键 全 有 es a 
(4) 醚 键 全 A 全 -，: 有 


Levene 和 Simms™ 与 Jorpes™! 和 Makino 中 最 早 进行 了 这 些 、， 二 
研究 , 以 后 Bredereck 及 其 同 工 作者 符 三 也 得 到 了 相似 的 烙 果 。 所 
4 SN TE HE hE AGRE 4 HH EB) PH 8.0 时 ,相当 于 每 本 个 磷 原 子 
就 有 3 BY A AY DL BOSE Ba (0 eR AR aR 其 - 
理由 是 因为 在 原始 的 要 念 中 认为 在 所 有 核酸 中 这 四 种 芒 昔 融 都 完 。 
全 以 等 分 子 的 比例 存在 )。Levene 和 Simms 认为 这 些 基 团 就 是 腺 。 
WGA RR WRIA ee LE A EP WO HB HY = SJE (BR — 
七 章 , 表 多 和 一 个 一 般 电离 的 磷酸 基 团 。 因 为 等 电 cent 
以 认为 还 有 3 SSPE RRIEB . AEROPERIETE 19 SEAM be (ZS az 
显然 可 以 排除 (2) 、(3) 和 (4) AOE, 而 磷酸 酯 键 就 成 为 叭 -的 可 


能 了 。 因 此 Levene 和 Simms 对 核糖 核酸 提出 了 如 下 的 辕 构 式 
os a 


j 
| 


| 
HO—P—O— #5 — jamin 


O 
HO—P—0—ph— frp 


| 
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| 
HO—P—0 —$— mug 


HO—P_O— pk pa mgs nyse 
(1) 
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是 Allen 和 iler ”用 精密 的 技术 对 酵母 核糖 核酸 进行 了 更 类 至 
忆 的 电位 涌 定 研究 ， 他 们 首先 观察 到 涌 定 曲线 表示 相当 于 每 4 个 磅 
人 i eleatlanaag ae 
Hi. Allen 和 Eiler \ 293k 7S EEA BS, 它 
RIL Te ATEN 
RAT. 
了 Fletcher, Gulland 和 Jordan‘! 得 到 了 与 Allen 和 iler 极其 
相似 的 涌 定 结果 ,但 是 他 们 对 所 得 的 烙 果 所 作 的 解释 是 :每 有 4 个 
人 
«RES An 3 RBI AY FS. Ra EL BUI RH 
he 在 这 个 实验 中 有 可 能 直 搂 涌 定 一 级 磷酸 的 解 离 。 
| ILA EO 也 都 证 实 了 涌 定 曲线 的 形状 ,他们 一 般 都 对 
”所 得 的 结果 作 了 相似 的 解释 ， 虽 然 在 涌 定 中 便 发 现 若 所 用 核酸 的 
”样品 不 同 , 则 磷酸 二 和 级 解 离 的 程度 亦 随 之 不 同 。 在 核酸 中 只 存在 
AS 个 一 级 磷酸 的 解 离 和 工 个 二 授 磷 酸 的 解 离 使 Fletcher, Gul- 
land il Jordan™ 认为 这 是 表示 相当 于 每 4 个 磷 原 子 就 有 将 近 工 个 
三 酯 化 的 磷酸 基 存 在 , 因此 提出 了 一 个 带 支 链 的 结构 式 (ID) DUR 
"-#§ Levene 和 Simms 所 改 想 的 约 型 聚合 物 (T) 。- 但 是 这 些 千 果 仍 
| 表示 核 苷 酸 间 的 键 是 一 个 磷酸 酯 键 。 满 定 研究 的 结果 和 所 作 的 解 
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ER E _LW Oavalieri 及 其 同 工 者 95'1 的 核酸 与 染料 J 


Pe Ct ee eee aie vi ae 


HO—P-0— Bok 


| O 
sat — sO —P—0— hte 
OP (OH). 0 
HO 一 P 一 0 一 糖 一 碱 基 
(I) | 
FEL MASH BB FE PAE A BE KI HY ME SEE sin BE FT AY 
Fletcher, Gulland 和 Jordan™ ”所 用 的 样品 事实 上 几乎 肯定 是 从 
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me, 
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酵母 用 碱 提取 出 来 的 一 个 商品 。 因 此 对 一 个 更 小 站 制 备 而 降解 较 ， 
少 的 样品 的 涌 定 就 显得 格外 重要 。 在 最 近 的 研究 中 ， Orestfeld、 
Smith 和 Allon" 发 现 ， 在 采用 防止 降解 方法 制 得 的 醚 及 核糖 核 
酸 的 样品 中 , 相当 于 每 16 个 磷 原 子 只 有 一 个 二 授 磷 酸 基 。Peacoke © 
及 其 同 工 者 9 20 从 Aerobacter aerogenes 和 醇 母 中 小 心 制 得 的 核 
糖 核酸 样品 的 观察 也 得 到 类 似 的 车 果 。 根据 注定 的 研究 ， 可 以 断 
定 在 这 些 核酸 中 并 不 含有 可 以 检 出 的 二 琢 磷 酸 基 。 所 外 似乎 很 可 
BE Fletcher, Gulland 和 Jordan! 所 观察 到 的 三 酯 基 轩 是 一 种 在 、 
制备 过 程 中 由 核酸 降解 所 产生 的 矫 作 物 。 ber the | 

最 近 Brown, Magrath 和 Todd’) J\ FRM he AR 4-3! RIE AY | 
— EAE BH 71 PE Fe PS BUA HI SEE SCE TAGE AAP 8 5 HE 
ii BRIE IE. FA Pee GE Re ee 
EPS) H DR RIE CR Ae WN DRE Nie BY EF 8 — ET Bg Fle — | 
EIN Aa eB, MWR LA MSR ERA RE ， 
的 物质 。 检 查 一 甲 酯 在 37°C Fan pH O~9 的 范围 内 的 稳定 性 时 
证 明 , 在 这 个 整个 pH. Yt BAA + — FF Bek A FS, 同时 有 


少量 的 环 状 硅 酸 酯 生成 。 二 甲 酯 的 个 反 应 期 在 DHO 和 TDH9 时 和 狗 | 


为 15 分 钟 ,而 在 PH7 时 则 为 75 分钟。 这 些 磋 酸 三 酯 在 即使 是 温 
和 的 水 解 条 件 下 的 极 不 种 定性 是 与 在 同一 条 件 下 的 核 烽 苇 酸 的 稳 
定性 相 比较 的 。 在 锥 持 DHL 在 10.6 下 的 核 精 核 酸 溢 液 中 淖 未 出 有 


任 杀 酸性 基 田 释 放出 来 %, 咖 ， 而 在 这 些 条 件 下 ， 尿 呈 哇 核 昔 磷酸 


二 烃基 酯 却 立 即 水 解 。 如 果 认为 在 核 糙 核 酸 中 仍 有 磷酸 三 酯 基 团 “ 
和 在 的 可 能 性 ， 则 必须 对 这 种 三 酯 在 多 核 苷 酸 中 的 明显 乓 稳定 性 
和 在 单 核 苷 酸 中 的 显著 的 不 稳定 性 的 对 照 巴 以 就 明 。 因 为 和 章 核 
本 体系 相 比 ， 在 居 狂 核 酸 中 的 帮 酸 二 丁 键 没有 坟 发 现 有 任何 异 上 
和 营 的 水 解 ， 因 此 Brown, Magrath 和 Toqdqc2a 认为 没有 理由 假 坝 ” 
任何 磷酸 三 酯 基 团 会 表现 出 异乎 寻常 的 性 质 。 现 在 的 证 据 青 另 癌 和 
Teyene Ail Simms" Brie eH Hf fH. eB MY Sp =e wy Be 
or | a 
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es ese me, 因此 现在 所 需要 测定 的 是 哪 
Eg BEE. 这 有 以 下 几 种 可 能 : 在 每 一 个 核 音 残 基 的 
Oey; Oey 和 Os) 的 产 基 都 可 以 参加 核 苷 酸 问 键 的 形 碟 。 因 此 理论 
Li 上 有 大 种 可 能 糙 合 的 键 。 它 们 可 用 下 烈 图 解 来 表示 (在 图 解 中 只 标 “ 
出 在 磷 原 子 上 与 成 键 有 关 的 氧 原子 ,其 余 的 氧 原 子 一 概 省 略 ) : 
en ey Pt) 0. 0, -O- P05, 
Ge 0 P—0—0, Oo 一 0 一 P 一 0 一 0 
0e)i 一 0 一 P 一 0 一 05 006 一 0 一 P 一 0 一 0 
显然 ,其 中 有 几 种 在 多 核 背 酸 中 不 可 能 是 唯一 的 连接 形式 。 因 此 ， 
一 个 Qo 一 0 一 P 一 0 一 04) 键 就 必须 和 其 他 某 种 不 含有 Oe HE 
的 键 相 交替 。 
在 核糖 核酸 的 碱 水 解 产 物 的 研究 中 找到 了 排除 上 述 可 能 性 中 
的 某 几 种 可 能 性 的 方法 。 象 在 第 六 章 中 所 叙述 的 , 核糖 核酸 用 碱 
水 解 后 都 会 产生 所 有 各 种 核 苷 酸 的 2- 和 .8'- 异 构 体 的 混合 物 。. 
Brown 和 Todd 注意 到 核 苷 酸 异 构 体 和 甘油 磷酸 酯 两 者 之 间 性 
质 的 共同 点 。 在 酸性 条 件 下 , 2- 和 3'- 异 构 体 问 可 以 很 快 地 互相 
转变 ， 每 一 种 纯 的 异 构 体 可 以 转变 为 舍 有 两 种 异 构 体 的 混合 物 。 
但 是 相反 的 ,在 碱 性 条 件 下 , 异 构 体 则 是 稳定 的 。 甘 油 磷酸 酯 亦 具 
”同样 的 人 性质。 甘油 o- 磷 酸 酯 虽然 不 受 碱 的 影响 , 但 在 温 热 的 稀 酸 
洲 液 中 则 将 重 行 排列 , 生成 w- 和 B- 磷 酸 酯 的 平衡 混合 物 。Ohar- 
ga 存 25 指 出 这 是 分 子 内 的 重 排列 ,并 且 认为 25' 2 磷酸 基 团 是 通过 
和 成 环 酯 (IIT) 而 产生 移 位 。 更 进一步 来 襄 o- 甘 油 磷酸 酯 对 碱 虽 然 
稳定 ,但 甲 基 -o- 甘 油 磷 酸 酯 在 碱 性 条 件 下 则 很 容易 破水 解 生 成 甲 
醇和 一 种 w- 甘 油 磷 酸 酯 与 B- 甘 油 磅 酸 酯 的 混合 物 。 这 对 不 产生 磷 
酸 甲 酯 的 论点 具有 重要 的 意义 叫 Brown 和 Todd? pe we 
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置 应 与 磷酸 基 紧 邻 。 水 解 的 机 制 包括 生成 一 个 中 性 的 环 状 磷酸 三 
Bg, Kumler 和 Hiler®” 已 沟 指 出 ， 在 相 邻 的 产 基 和 磷酸 基 之 问 量 
起 着 相互 作用 , 井 属 明 若 与 单 烃基 础 酸 酯 相 比 时 , 糖 磷酸 酯 应 当 是 
异乎 寻常 的 强酸 。FEon6c9 在 此 以 前 也 全 强调 过 ,邻近 的 郑 基 会 使 
含有 甘油 或 乙 二 醇 残 基 的 磷酸 二 酯 变 为 不 稳定 的 重要 性 ， 井 且 也 是 
认为 在 水 解 过 程 中 有 可 能 生成 一 种 环 三 酯 的 中 间 产物。 Fond # 
且 将 这 些 见 解 应 用 到 核酸 水 解 的 机 制 中 ， 认 为 和 觅 氧 友 糖 核酸 对 “ 
硕 的 稳定 性 相 比 时 ,核糖 核酸 对 碱 的 不 稳定 性 应 归 因 于 前 者 在 Oo 


上 有 一 个 状 基 存在 。 


Brown 和 Todd" 研究 了 了 腺 嘿 哈 枝 昔 从 基 氢 磋 酸 的 水 解 行为 时 
后 证 实 了 这 些 见 解 。 腺 吧 哈 核 背 -2- 和 -8- 革 基 毛 磅 酸 西 者 都 合 
有 -一个 与 杰 酸 基 相 邻 的 产 基 ,这 两 种 异 构 体 在 30*0 RR BR 


大 水 解 。 但 是 ,在 相同 的 条 件 下 ,不 含有 一 个 与 磷酸 基 相 邻 的 产 基 

的 腺 顺 哈 核 苷 -5'- 共 基 氨 磷酸 则 不 被 碱 水 解 。 Brown、Magrath 
和 Todd®” 的 环 酯 的 合成 以 及 Markham 和 Smith®” 对 于 在 核糖 
核酸 水 解 产 物 中 磷酸 环 酯 的 存在 的 证 明 均 对 这 个 见解 提供 了 更 有 
力 的 诈 据 。 


因此 有 强 有 力 的 证据 部 明 核 糖 核酸 水 解 的 第 一 阶段 是 生成 一 
THEM. RASTER Meee, 在 酸性 和 碱 人 性 介 
质 中 都 立即 币 水 解 ， 因 此 在 核糖 核酸 的 水 解 过 程 中 所 生成 的 中 加 恒 
产物 三 酯 亦 将 立即 丢 水 解 。 虽 然 在 这 个 环 状 中 间 产 临 中 的 三 个 酷 量 
键 的 反应 能 力 均 相 仿 ， 但 分 子 的 降解 只 有 在 圳 接着 单独 取代 基 的 
BUS AAS Hee As. BERN MOBLIN AT DUH (LV) 一 (VIT) 的 图 解 来 四 

表示 ， 其 中 糖 的 部 分 简写 为 O(2»—Ols»—O's 。 虽然 这 个 反应 机 制 ， 
原先 是 为 着 要 理解 包括 中 性 三 酯 (V) 在 内 而 考虑 的 , 得 是 现在 认 下 


为 水 解 反应 是 决定 于 能 彼 氨 离子 或 扬 氧 离子 所 催化 的 部 近 郑 基于 
上 一 0 键 的 攻击 ， 同 时 R 以 烃 氧 基 离子 的 形式 币 除去 。 因此 反应 
进行 的 欢 序 可 用 (VII) ~ (X) 表示 [ea 。 BEA EAH A 
相似 的 机 制 进行 的 。 
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Ole) O —Oln 
(VI) CORED) 
Co 一 OH pie a 3 | Pare | 
by 0” Kos oo 和 pao bom, 
(VIII) ， (IX) (X) 


: Fe ASM ASL OE 9 TAL HE AC PEAT tl FA OE Ee A | 

”的 位 置 ; 但 是 可 以 排除 几 种 可 能 的 糙 合 。 制定 上 述 机 制 时 明显 地 

”指出 它 涉及 2- 或 3- 的 位 置 , 或 者 这 两 个 位 置 都 水 及。 因此 核 苷 

， 酸 间 键 的 烙 构 可 以 写成 如 (XI) ~ (XIV), HL REET Be 
”的 车 构 也 可 以 在 式 (XIT) 和 (XII) 中 用 Ole) 代替 Ole) 求 写 出 。 
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Ch. CO! Oly Cos 
fe oe | 
一 Ofa) Co 一 0 一 i oa 0’ Cis— 
| Bay Fs Wepre be 
Of, —O — 1 Biel: © Os OP 20s 
OH HH. 
(XIT) 
1 
0 一 0 一 一 0 Oly 0= POO 
ox | | | bes a 
—Os) Cig,—O—P—O—OG, Cy— 
| 人 
O65) 6) Obs) (6) 
(XIIT) 


re Ly —O OH 0%; —0, ees 
Oo ° Sp ou 1 四 » < ie > ‘< | bd 
— a 04 NOL EO O—O, O07 NO—O%,, 


Cos) Cs) CO 人 © , 
(XIV) 


RHE AA FEA Hi BL FW, FT CBE CP JL ， 
在 结构 (XII) 以 及 其 他 含有 Oley 位 置 的 相应 糙 构 中 都 含有 Oe— - 
Os) 键 ,因而 都 可 以 排除 ， 因为 在 水 解 时 它们 都 会 产生 能 抵抗 更 进 ， 
“过 水 尾 的 一 核 首 酸 。 Oo 一 0 一 P 一 0 一 0 对 水 解 是 稳定 的 这 四 
个 兄 解 是 根据 上 述 的 29 腺 味 哈 核 苷 -5/- 某 基 氨 磷酸 对 碱 水 解 的 和 4 
定性 而 来 的 ， 并 且 从 合成 的 二 核 苷 -5 ,5- 磷 酸 对 碱 的 稳定 性 而 得 
FUE Teo 在 能 使 核 狂 核酸 完全 水 解 成 单 核 苷 酸 的 条 售 下 ,三 未 司 国 
mee it’, Bw (ih Gulland 和 Smith HEAR, 4RFERL Sy a 
2 92 SHAR) ARR SHE FR oe EP Be 
BURR RE ENS. MEE HE ERA EM pe ae ny, 
PB ISA BR HAY HR AEE SSE AOE ee k 

BrY (KITT) An (XIV) i DER, BS MIEKA B= 
PR. Cohn 和 Vollcin'™”*" gS fae af Re mig MBEAN Hf Re 
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因此 根据 实验 证 据 的 揭露 ,只 有 结构 (XD) 才 是 可 以 接受 的 精 
狗 , 井 且 核糖 核酸 中 核 背 酸 问 的 键 是 一 个 磷酸 酯 键 ,将 一 个 核 音 酸 

中 的 Oley 或 Ole) 位 置 和 相 邻 的 核 苷 酸 中 的 Oo DOT TEE ES. 
要 决定 Ole) 和 Ole) 的 位 置 是 困难 的 ， 因 为 碱 性 水 解 的 进行 要 
通过 环 状 核 苷 -2 ,3'- 磷 酸 ， 井 且 不 论 在 原来 核糖 核酸 中 的 核 音 酸 
间 的 键 是 2-5 或 3-5' ,都 将 得 到 同一 种 枝 背 -2- 和 -3'- 磷 酸 的 混 
合 物 。 但 是 ,研究 核酸 酶 类 型 的 酶 作用 时 可 以 解决 这 个 问题 。 胰 核 
糖 核酸 酶 对 核糖 核酸 作用 的 机 制 被 认为 是 和 用 碱 水 解 时 中 间 灼 过 
环 状 磷酸 酯 的 机 制 相似 24 st ss, 3 。Brown 和 Todd's3 信 对 核糖 核 
酸 酶 对 尿 喀 喧 核 苷 -2- 和 -38'- 共 基 氨 磷酸 和 胞 喀 喧 核 苷 -2- 和 -3/- 
共 基 气 磷 酸 的 作用 进行 了 研究 ， 而 Brown, Heppel 和 Hilmoettol 
则 研究 了 从 脾 、 肠 粘膜 . 毒 麦 草 和 忆 欠 昔 中 获得 的 具有 和 核糖 核酸 
酶 同样 性 质 的 含 酶 组 分 对 腺 顺 哈 核 背 -2- 和 —8! FETE Se AH 
喀 啶 核 彰 -2- 和 -3'- 共 基 氨 磷酸 的 作用 。 所 有 的 酶 一 样 都 能 够 水 
解 所 有 的 -3'- 葵 基 馆 磷酸 使 其 变 为 相应 的 核 苷 -3'- 杰 酸 , 但 对 2 
异 构 体 则 没有 作用 。 因此 这 似乎 是 这 些 酶 都 起 着 二 酯 酶 的 作用 ， 
专门 水 解 核 苷 -8'- 磷 酸 的 酯 。 


这 个 证 据 的 重要 性 在 于 这 些 酶 对 核糖 核酸 的 作用 。 核 糖 核酸 


酶 不 能 使 核糖 核酸 完全 水 解 为 核 昔 酸 ， 因 为 这 个 酶 显然 对 于 某 种 


核 音 酸 间 的 键 是 特异 的 ， 井 且 水 解 所 得 的 产物 是 喀 喧 核 背 酸 和 守 


核 背 酸 (参看 第 四 章 ) 。 但 是 Brown、Heppel 和 Hilmoe™” 所 制 得 

的 妥 的 酶 组 分 对 核糖 核酸 水 解 的 催化 几乎 达到 完全 ,使 90 多 以 上 © 

的 原来 的 核糖 核酸 变 为 单 核 苷 酸 。 由 于 这 些 酶 已 被 证 实 对 连 在 糖 
部分 3- 位 上 的 二 酯 是 特异 的 , 因此 不 论 酶 促 水 解 的 机 制 如 何 , 核 
糖 核酸 中 键 的 连接 点 就 必须 是 在 核 苷 残 基 的 3'- 位 上 。 因 为 已 交 证 
明 核 背 酸 间 的 糙 合 这 涉 到 中- 位 ,因此 核糖 核酸 中 核 苷 酸 问 的 键 是 
二 种 由 一 个 核 音 酸 的 Oo- 位 与 其 相 邻 的 核 背 酸 的 0'o- 位 相连 接 
的 磷酸 二 酯 键 。 
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如 果 在 酶 促 水 解 过 程 中 有 环 状 核 苷 酸 中 间 产 物 生 成 ， 则 上 述 ， 
的 车 葵 就 不 能 十 分 肯定 。 但 是 ,Heppel、Whitfeld #1 Markham“ 
鲁 话 明 脾脏 的 酶 制剂 虽然 也 能 使 核 背 -2 ，8 = 磷酸 水 解 ， 得 在 水 解 
时 只 产生 核 背 -2 -磷酸 。 WAR AER - wy, © 
卉 且 在 酶 促 水 解 过 程 中 磷酸 基 移 位 的 可 能 性 很 小 。 核糖 核酸 酶 对 
核糖 核酸 的 彻底 作用 而 产生 的 二 核 苷 酸 的 降解 也 进一步 地 支持 了 
上 述 的 观点 。 这 些 二 核 背 酸 是 由 一 个 味 喻 核 背 在 Of) 或 @ 位 上 
和 一 个 喀 啶 核 苷 酸 的 O's) 位 上 通过 磷酸 二 酯 键 连接 而 和 组 成 的 。 如 
采用 前 列 腺 的 磷酸 单 酯 酶 使 二 核 苷 酸 用 去 一 个 磷酸 而 成 二 核 戎 单 ， 
磷酸 ,然后 再 用 过 碘 酸 钠 处 理 , 则 带 有 游离 的 Oe 和 Ole) (BNFE Oe) © 
位 上 与 磷酸 二 酯 基 团 相连 的 ) SEM BERSRALARKE. 多 - 
-纯化 后 的 产物 在 pH 10 时 用 Russell i ke We Ab we BARR — 
Me he BS AT Ay FO — 7 RU AES 4-3 BR. -因此 这 就 
履 明 了 在 原来 的 二 核 昔 酸 中 和 Oo 相连 的 连接 点 是 OG 而 不 是 “ 
oo。 eee : 
最 近 Michelson, Szabo 和 Todd"! JR 3! ,5 -二 乙酰 腺 吓 啥 
核 背 -2 “KERB (3' ,5 -qiacetyladenosine-2'-=benzylphospho- 
rochloridate) 与 2 ,3- 二 乙酰 尿 喀 啶 核 苷 短 合 ,然后 除去 保护 基 而 ， 


合成 了 二 核 彰 酸 一 一 腺 味 吟 核 背 -2- 尿 喀 啶 核 昔 二 磷酸 这 不 二 


核 音 酸 不 能 彼 胰 核糖 核酸 酶 或 从 脾脏 中 得 到 的 含 酶 组 分 所 水 解 ，， 
因此 证 实 了 这 些 酶 对 Os) 位 的 特异 作用 。 不 幸 的 是 , 对 上 述 论 证 f 
FARAH 8 B'S, 


TEE ORR PRR ae 


TS BR te Pe Le RE 
PPD fl, Py ch PR RS ey 2- 腊 氧 基 使 任何 产 东 
Oc 和 Os, WRRME MRSA TACK TEHE. 用 作 测定 这 些 酸 
中 核 苷 酸 间 键 的 性 质 的 方法 和 上 述 用 于 测定 友 糖 核 酸 中 核 音 酸 间 
键 的 性 质 的 方法 非常 相似 。 ere 
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FRR SRA PO 9 J PL Tm EE FA TG ER 8 m8), 
EMF! pHs .0 Bt TERA a TR Be IER Ia 4 EA 4 ANE Ji >My 
A 4 到 5 个 酸 的 解 离 。 这 些 结 果 差 不 多 可 以 断言 是 由 于 在 几乎 肯 
莹 是 降解 的 样品 中 含有 高 比例 的 二 般 磷酸 基 团 的 缘故 。 
Harmmarsten“ 首先 对 用 温和 方法 分 离 所 得 的 酸 进行 了 研 
帘 ， 他 用 电导 清 定 法 观察 到 在 这 个 pH 范围 内 的 涌 定 中 每 4 个 磷 
原子 只 有 4 个 酸 的 解 离 , 完全 没有 什么 二 般 磷 酸 的 解 离 。 这 个 烙 
52% Jorpes™ 及 Stenhagen 和 Teorell®™ 的 初步 涌 定 研究 所 让 
实 。， 

Gulland, Jordan 和 Taylor®” 对 小 心 制备 的 高 分 子 量 的 小 
牛 胸腺 胸 氧 友 糖 核酸 样品 所 作 的 更 广泛 的 研究 指出 ， 从 可 拷 的 授 
向 涌 定 曲线 中 可 以 看 出 每 生 个 磷 原 子 就 有 0.3 或 更 低 当量 数 的 二 
级 磷酸 解 离 。 这 个 观察 以 后 也 秆 Signer 和 Schwander53 与 Oos- 
grove 和 Jordan"*! 以 及 Lee 和 Peacocke"! 所 证 实 。 但 是 ,二 上 般 

电 况 的 磷酸 解 离 汪 定 曲线 的 精确 分 析 需 要 知道 准确 的 PK, (aL 
他 解 离 基 团 的 准确 数量 。 在 上 述 计 算 方 法 中 均 假定 核 背 酸 是 以 等 
盆子 的 比例 存在 的 。 但 是 自从 采用 了 色 层 分 析 方法 后 , 发 现 这 个 
假定 对 于 大 多 数 核酸 是 十 分 错 慰 的 ， 因 此 就 采用 了 适当 的 分 析 佳 
SA HTB thE, Leo 和 Peacocke5a r#-LHY — we HL BS AN RBBIE 
团 的 比例 为 每 4 个 磷 原 子 相 当 于 0.2~0.4 当 量 。 Oosgrove 和 
Jordan555 与 Jordan, Mathieson 和 Matty5e 也 得 到 相似 的 车 论 。 
| 但 是 由 于 色 层 分 析 方法 不 够 准确 , 硕 基 回收 率 低 ,而且 所 用 的 
pK, 值 是 核 背 酸 的 pK) 值 而 不 是 多 核 背 酸 中 相应 基 团 的 PK/ 值 ， 
因此 这 个 千 果 仍 是 可 以 怀疑 的 。 Oox 和 Peacocke®” 用 从 不 同 的 
多 核 背 酸 中 所 得 的 酸 - 碱 基 团 的 更 准确 的 分 析 数 据 和 pK, 值 对 从 
鲁 刍 精子 中 所 取得 的 一 种 高 聚合 的 腊 氧 友 糖 核酸 的 样品 作 了 进 一 
BAF 5 他 们 用 这 个 方法 也 构成 了 一 个 理论 的 解 离 曲 糠 , 它 和 
实验 的 曲 粮 十 分 符合 ,而且 不 含有 二 表 磷 酸 的 解 离 。 由 此 得 出 精 
论 : 如 果 肌 氧 友 糖 核酸 中 含有 支 链 或 主 链 的 其 他 形式 的 间断 , 则 这 
种 情形 一 定 只 以 极 低 的 频率 出 现 ， 即 30 个 核 苷 酸 中 还 不 到 一 


— = 


FEN RE BSA EJP BH By pK! 9~10 的 基 困 。 但 是 这 


NAOT AT A CIEE A, ELIE PER ASE 


152 - SEE BRM E15 (—) 


4XP8)  DBOR BB FA FA DLT 2 HE Ba HH 
SB ZANE EA OB “PAY EF OE Te) YS TEE PAs Ey | 

的 连接 一 样 ， 是 由 一 个 核 背 酸 中 的 Of 原 于 和 相 邻 的 核 昔 酸 中 的 
Os) 原子 相连 的 磷酸 二 酯 键 。 因 此 多 核 背 酸 就 具有 和 下 沪 皮 糖 核 
酸 相 似 的 千 构 (IJ) (142 页 )。 
此 外 还 便 猎 提出 过 其 他 类 型 的 键 。 为 了 六 明 当 用 碱 在 也 11.5 
PEED PEAY OR Et LAR FY AR AS AE 出 ， 
von Kuler 和 Hon059 #3 +t 7 eee Re An —NH—CO— 基 团 之 问 
存在 着 一 定 的 键 。Little 和 Butlereo 亦 提出 过 相似 的 建 访 , BEB 


些 现象 最 好 用 Gulland、Jordan fil Taylor" 所 提出 的 楼 音 酸 间 
的 毛 键 来 解释 。 Stacey KI] 9 与 Lee 和 PeacoKeiia 4g 
所 用 酸 或 徽 温和 处 理 后 的 脱氧 友 糖 核酸 对 Feulgen 鼓 剂 的 反应 ， 
合 候 起 在 胸 氧 核 狂 斑 基 Oc) EAS > BORE HOOT AE (BIE, 
个 间 是 否 有 这 样 的 键 (其 证 据 井 不 健全 ) 存 在 , 毫 无 疑问 ,在 两 个 糖 ， 
到 基 之 问 的 主要 的 键 是 磷酸 二 酯 键 。 sete 

ABILTE FAA C/E SESE FY DME Bb — 3 a ae Ds 
Coy Oc VAN RESET TE. Carter" SLR IIB NI TE me 
与 ” 核 首 酸 酶 所 发 生 的 作用 以 及 Volkin、Khym Ji Cohn' 4 
PEPE (MA DTT a5 RRM et By ADDED Fh AE Bg 
SI EEA EBA SEB BA i AE 0 STE SP PL : 
PUR RR RIy OBER, IX /MACURREE T Be EET wR) 5 
征 连 在 O's) 原子 上 。 Koerner 和 Sinsheimer 7 FE BH FEN Ae Be Ag 
IBLE I Ee EF TARO ER Te". 8am py x 
作用 小 球菌 所 得 的 股 氧 核糖 核酸 酶 作用 也 产生 -3 磷酸 加 pg 
玫 名 的 形成 亦 率 涉 到 O's, 原子 。 除 了 Oo 一 0 BEM: HCH AT AB Ae 3 
iT RATE HE 8) 0@ 一 0o 和 O's —Orny $8 (XII) (48), afte 昌 


FEA WIAR TY REAL ILSIE PIM ay Hy ERTL Wy RAR DO A EE 
酸 。 4 | 
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a Michelson 和 Todd!" 所 合成 的 二 胸腺 喀 喧 核 背 二 核 苷 酸 对 


〖 双 共 基 础 酸 ) 熔 合 后 再 除去 保护 基 而 制 成 的 (这 是 在 偶然 的 情况 
下 首次 用 化 学 方法 完成 的 二 核 背 酸 的 合成 ) 。 这 样 的 二 核 昔 酸 全 
沟 从 觅 氧 核糖 核酸 酶 消化 脱氧 核糖 核酸 的 产物 中 分 出 ， 但 鹏 质 上 
FRA EAE. Markham 和 Smith5a 以 及 Sinsheimerc3 研究 
盯 它们 对 酶 的 作用 。 合 成 的 二 核 蔡 酸 对 纯化 的 响 尾 屿 毒 液 磷酸 二 
酯 酶 的 反应 和 用 酶 消化 鹏 氧 核糖 核酸 所 得 的 二 核 背 酸 对 这 个 酶 的 
反应 相同 。 因 为 在 合成 的 二 核 昔 酸 中 的 键 肯定 是 0 一 0 , 因此 
在 天 然 二 核 音 酸 中 也 应 当 有 这 种 构 型 。 从 诽 刍 精 子 的 股 氧 友 糖 核 
酸 的 酸 水 解 产物 中 分 离 出 来 的 胸腺 喀 啶 核 彰 -3' ,5- 二 磷酸 和 腊 氧 
胞 喀 啶 核 背 -3' ,5- 二 磷酸 5 也 诈 实 是 这 种 形式 的 键 。 

按照 Brown 和 Todd" 对 戊 糖 核酸 的 水 解 所 提出 的 理论 , 碱 
不 能 使 脱氧 成 糖 核酸 水 解 。 在 2- 腊 氧 糖 Ole) 上 没有 羟基 , 因而 不 
能 形成 环 状 磷 酸 三 酯 ,这 是 核酸 容易 被 硕 水 解 的 必要 的 先决 条 件 。 
和 所 尽 胶 氧 友 狼 核 酸 能 抵抗 可 使 砖 酸 二 酯 水 解 的 化 学 水 解 作用 。 
Cokie 
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’ 第 九 章 ”核酸 的 结构 (一 ) 
IRA wi Lie Hy Watson 和 Crick 的 结构 


5] = 


ASS ASEH PSE HAY RIESE FDU 7 A BE 
| BT 85’ PERE RN A TL SE X-SR 
| PEAT ERLE A DPR EI, eee 
BARE AEA APNE iz ORAL SCAR A va SA Boe ey ga TT 
”的 一 个 双 螺 旋 体 , FPR RR Ae, 虽然 在 个 别 
”多 核 昔 酸 链 之 间 存 在 着 特殊 氨 键 的 概念 最 初 是 从 洱 定 的 研究 中 得 
来 , 但 从 X- 射 疙 研究 计 论 起 将 更 为 方便 ， 这 不 仅 是 因为 从 X- 身 


线 研 究 中 可 以 获得 更 多 的 结构 关节 ， 而 且 也 因为 联 sie he 


ramet gaint 


| XH BAT TIE 


通常 都 是 用 股 氧 友 糖 核酸 的 钠 盐 来 进行 研究 ， 因 为 它 可 以 用 
各 种 不 同 的 方法 (参看 第 二 章 ) 从 中 人 性 溶液 中 提取 出 来 。 值 得 注意 


， 的 是 某 些 最 佳 的 X- 射 线 衍 射 图 片 是 从 用 向 gner #1 Schwander 的 


上 方法 制备 的 样品 中 摄取 的 。 自 从 1988 年 Astbury 和 Bell ye Hye 
上 纤 蕉 驻 - 射 粮 衍 射 照 片 中 有 一 个 显著 的 反射 以 来 就 已 痉 知 道 它 是 


和 觅 氧 核 精 核 酸 千 构 的 主要 特点 之 一 ， 这 个 反射 相当 于 沿 着 纤 蕉 加 
上 下 的 一 个 有 规则 的 3.34A 长 的 间距 。Astbury 和 Bell 对 这 个 间距 
旺 的 解释 认为 是 因为 局 平 的 核 苷 酸 一 个 紧 兴 在 另 一 个 之 上 划 且 垂直 
上 地 突出 在 纤 丰 轴 之 外 。 这 个 较 小 的 核 苷 酸 间 距 与 干 的 核酸 的 较 高 
| 客 度 相符 合 。 于 的 核酸 的 密度 狗 为 二 .62g/cc.。Astbury 和 Bell™ 
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以 及 后 来 Astbury ”也 都 是 从 纤 锥 的 图 计 上 断定 核酸 车 构 的 图 象 二 
是 沿 着 分 子 的 轴 在 每 27A 处 有 规则 地 重复 着 。 假 使 这 些 核 昔 酸 是 
一 个 迭 在 另 一 个 之 上 的 话 ， 则 这 个 间距 就 狗 相 当 于 每 8 不 送 在 一 
HEMT EE, HAAR Astbury 认为 核 背 酸 堆积 的 最 可 能 的 排列 方式 
是 玲 形 的 ， 但 他 并 没有 完全 排斥 核 苷 酸 可 以 按 螺 旋 形 围 线 着 分 子 
的 长 轴 而 排列 的 可 能 性 。, 
Astbury 所 建 广 的 千 构 模型 一 部 分 是 根据 这 样 的 假发 ， 即 在 
一 个 核 苷 中 味 吟 环 或 喀 啶 环 的 环 体系 都 是 和 糖 环 同 在 一 个 平面 
上 ,或 至 少 是 在 一 个 相 平 行 的 平面 上 。 但 Furberg? 指出 这 个 假 
屋 是 错 慰 的 ， 他 从 X- 射 浅 的 研究 证明 在 胞 喀 啶 核 苷 中 喀 啶 环 和 | 
糖 环 几乎 是 垂直 的 。 具 1.47A 长 度 的 苷 键 Nc) 一 Ooa) 显然 是 一 个 
单 键 , 因 此 可 以 和 线 着 键 轴 自 由 旋转 。 但 是 Furberg 名 指出 ,在 晶体 
中 不 是 所 有 的 糖 环 和 喀 啶 环 的 定向 都 可 能 一 致 ， 而 最 适当 的 位 置 
是 Ne) 一 Ca 一 0 和 Ne 一 0 一 0 的 键 角 各 为 109。 和 115°, 
因为 Ce—O—Ou ABE 111°, BF DI ATER AY 7B i FS 
夹 角 狗 为 99" 。 图 24 (110 页 ) seas Hy MUM mE Be EF AY EE 
Furberg") ho IRIE Be BEE. EE BEEF An BWIA BHF aeetey 
WOLD TTT, FB — BOR HO IER SE AML. bE 
Et i 79 7 Le ite & pH Clark, Todd 和 Zussman™ % Zussman™) — 
从 2!,3'-W Se PUIE-8' , BER IR Ne HF A BLL ty X— Sh ee BE Fe 
Im DUBE, 
Furberg 的 和 -射线 研究 只 限于 核糖 核 苷 。 一 般 均 假 定 在 及 
氧 核糖 核 苷 中 的 Oe 上 的 产 基 ,车 使 代 以 氮 原 子 , 则 不 一 是 人 在 千 
信 上 发 生 极 显著 的 变化 。 这 种 见解 全 被 忒 -省 -5 脱氧 胸腺 畴 旺 
核 并 的 X- 射 线 研 究 所 证 实 虽 。 将 图 26 ANI MEA gR ea 是 
键 角 的 数值 与 图 25 (111 页 , 112 页 ) 中 的 胞 喀 啶 核 昔 的 数值 相 此 
BEN LAE AD, 7 
Burberg™ AHMAR HAO RHODE IN T BRIS OBER Hy 
(图 27) 。 这 两 种 烙 构 实际 上 就 是 以 前 Astbury 所 提出 i Hy 
HE FEAR Mei Ha “FWRI Eh LN EER Hy A Te Eg EA eh I 
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FASE NY , (EE AITG SS A P—O(sy EU 2 FE AN CEA ZB 4 BY 
FPP KAR TE A RF. ORM DR A eR SY BE BS 
#999 3.4A, 这 和 Astbury 所 发 现 的 基本 间距 相符 合 。 
。” 随 着 几 种 蛋 和 白质 螺旋 型 肽 链 千 构 的 研究 成 功 , Pauling 和 Oo- 
Fey9ao 就 对 核酸 提出 了 一 种 精 构 。 他 们 认为 这 个 千 构 与 他 们 自已 
所 获得 的 以 及 与 Astbury 和 Bell 所 获得 的 入 -射线 图 讲 的 主要 特 
征 相 一 臻 ,并且 也 认为 这 个 车 构 与 核酸 的 许多 化 学 性 质 相 符合 。 他 
们 所 建议 的 烙 构 包含 有 三 条 缠绕 成 螺旋 形 的 多 核 苷 酸 链 ， 每 条 刍 
是 由 狗 24 个 核 背 酸 按 右 手 螺旋 缠绕 成 的 七 周 螺旋 体 ,磷酸 基 团 紧 
密 地 环绕 着 分 子 的 长 轴 重 兴起 来 ,而 糖 艾 基 则 转 厂 这 些 磷 酸 基 团 ; 
味 喻 环 和 喀 啶 环 则 以 辐射 状 突出 着 并 构成 螺旋 形 的 最 外 层 。 这 些 
碱 基 的 平面 和 分 子 的 地 都 是 近乎 垂直 的 。 | 
7 虽然 Pauling 和 Corey pyRe 22 IC 5E FH HUE A (Pt WR He 
Hy Re AT PEL , GS ILA AA SR OYA RP I ER FH 
— fH: ae RE AED EA, ED FO, PTDL 
随意 地 加 以 接近 。 支 持 这 种 构 型 的 最 适当 的 实验 证 据 是 Qulland、 
Jordan 和 Taylor” 的 涌 定 数据 ， 他 们 证明 在 天 然 核酸 中 的 磷酸 
， 基 团 可 用 作 酸 - 碱 的 涌 定 ,而 嘎 哈 大 和 喀 啶 碱 中 的 一 NH 一 OO 一 和 
| 氨基 的 解 离 因 被 毛 键 速 在 一 起 而 不 能 被 涌 定 。 染 料 和 有 蛋白 质 吸附 
”的 研究 也 指出 磷酸 基 团 容易 和 大 的 离子 接近 。Watson Ail Orick™! 
根据 这 个 车 构 的 许多 van der Waals 的 距离 太 短 也 对 这 个 结构 提 
SHIH. : 
| 鉴于 Pauling 和 Oorey nu RIAN AR BESE ASE TE, Watson — 
和 Orick 249 $2 1h 7 — 7 IS. 3 a SR 
许多 新 奇 的 特征 ， 而 且 似 乎 和 大 多 数 的 物理 的 和 化 学 的 实验 数据 
由 相符 合 。 这 个 Watson 和 Orick 的 车 构 ,除了 在 某 些 租 节 上 还 必须 
由 加 以 更 改 之 外 ,已 烃 彼 公认 为 腊 氧 核糖 核酸 盐 离 子 的 基本 车 构 。 这 
量 个 烙 构 是 由 缠 线 在 同一 个 轴 的 两 条 螺旋 形 的 多 核 苷 酸 链 ( 图 28) 粗 
上 成 ,两 者 都 是 右手 螺旋 ,但 在 这 两 条 链 中 的 糖 -磷酸 酯 键 (0 Ola, 
| Of, O+P-0) 中 的 原子 排列 次 序 则 相反 。 每 一 条 多 核 苷 酸 链 的 一 
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| 般 风 型 和 Furberg (图 27) 的 模型 工 相似 ， 而 与 味 啥 硕 和 喀 啶 硕 
， 有关 的 粳 的 构 型 则 和 urberg 外 的 胞 喀 啶 核 苷 中 的 车 构 ( 图 25) 相 
Who 所 以 嘎 叭 碱 和 喀 啶 硕 是 在 螺旋 的 内 部 ， 而 磷酸 基 团 则 在 螺旋 
4q 的 外 都 。 这 也 和 Astbury 的 X- 射 线 数 据 相 符合 。 这 个 数据 指出 
， 随 着 长 轴 的 方向 每 隔 3.4A 的 间距 就 有 一 个 核 昔 酸 。 el — Ae 
| 中 的 相 邻 核 苷 酸 间 的 定向 角 是 假定 为 36", 因此 在 每 隔 10 EE 
| 酸 或 34A 的 距离 处 多 核 苷 酸 的 结构 就 重复 一 次 。 
核酸 结构 的 最 重要 的 特征 可 能 是 这 两 条 链 是 通过 在 不 同 的 链 、 
。 中 的 顺 哈 与 喀 啶 间 的 氮 键 粘 合 在 一 起 的 形式 。 碱 基 的 在 面 是 垂直 
|， 于 分 子 的 轴 ， 而 分 别 属于 两 条 链 的 一 对 碱 基 都 在 同一 个 平面 上 。 
” 每 一 对 这 样 的 碱 基 都 由 氮 键 速 千 在 一 起 。 这 种 成 对 的 碱 基 很 特殊 ， 
且 只 有 某 几 种 大 基 对 才能 适合 这 样 的 糙 构 。 具 有 这 种 特异 性 的 - 
| 理由 是 假定 在 形成 每 条 多 核 苷 酸 链 的 骨架 糖 - 磷 酸 酯 链 是 一 个 直 
。 径 为 20& 的 正规 螺旋 。 所 以 不 论 是 哪 一 种 大 基 , 苷 键 都 是 有 规则 
地 在 容 间 排 烈 着 。 特别 的 是 : 任何 两 个 连 精 在 以 氨 键 相连 的 碱 基 


| 们 是 连 在 所 假定 的 有 规则 的 两 个 骨架 上 。 这 种 要 求 的 精 果 就 使 得 
| 芯 氢 链 相 过 的 碱 基 对 的 一 人 一 定 是 一 个 嘎 哈 ， 而 另 一 个 一 定 是 一 
个 喀 啶 ,这 样 玫 能 在 两 条 链 之 间 形 成 桥梁 如 果 这 一 对 硕 基 对 是 由 


BR; 如 果 是 由 两 个 哮 呈 所 租 成 , 则 它们 之 间 的 距离 又 颖 太 远 ,不 
— 易 形 成 毛 键 。 

由 每 一 个 硕 基 都 能 以 许多 互 变 的 形式 存在 ， 其 中 氨 原 子 是 处 在 ， 
， 不 同 的 确切 的 位 置 上 。 但 是 ,在 生理 的 条 件 下 ,每 个 碱 基 的 某 一 特 
和 定形 式 要 上 比 任何 其 他 形式 的 可 能 性 更 大 。 假 定 各 种 硕 基 总 是 以 这 
，。 些 最 可 能 的 形式 出 现 ， 则 配对 的 要 求 就 将 更 加 严格 ,而 可 能 成 对 的 
a 碱 基 就 只 有 : 

a 腺 顺 哈 Sig ne ae 

Kany 与 ame mie 

按照 Watson 和 Crick" 的 意见 , FER ety Hh B— HT Nags me oly 
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5- 羟 甲 基 胞 喀 啶 可 以 代替 胞 喀 啶 。 图 29 和 80 表示 出 这 些 碱 基 的 
成 对 情况 。 若 使 腺 味 吟 与 胞 喀 喧 成 对 , 则 不 能 形成 氨 键 ,因为 在 一 
个 成 键 的 位 置 附近 将 有 两 个 氯 原子 ， 而 在 其 他 成 键 的 位 置 附近 则 
一 个 氮 原 子 也 没有 。 同 样 ,如 果 局 呀 哈 与 胸腺 喀 喧 相连 ; 则 邻近 成 
键 的 两 个 位 置 就 会 有 两 个 各 原 子 。 


图 29 在 腺 嘎 喻 和 胸腺 喀 啶 碱 基 对 中 的 特 丈 氨 键 
(J. D. Watson 和 F. H. C. Crick: Cold Spr. Harb. 
Symp. quant. Biol. 1953, 18, 126 页 ) 


图 30 EF LOS FL yee ORL I Fy Se a ae 
(J. D. Watson 和 F. H. O. Orick: Cold Spr. Harb. 
Symp. quant. Biol. 1953, 18, 126 页 ) 
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FEES Ay Duan, BA, RNA TY DAE SR BF BY EE 
fi — 3 Ae HAA, FY A 4 DR PE — SR LE BY , FUE — 26 BE 
BYE Bk se EE EL, HoH RET Be EAR BE 
lls Zee Ha OER NY HO EK Bg OPE HB, 
ABRIL AEE SER, RAT RE 
| 2B AY, Th BIER EB —TZ EN. BARE AHEM HOR 
BFE FPR AS OT BE REDE BAY BE PHBE PR 
EMBER. Aik, e-KM— ES BABE AMEN. 
”这 个 精 构 虽然 在 一 定 程度 上 是 以 Astbury fn Bell™ 以 及 了 Pau- 
_ ling 和 Corey’? 的 和 -射线 衍射 数据 为 根据 ， 但 大 部 分 还 是 在 
制造 模型 的 实际 过 程 中 所 忆 造 出 求 的 一 种 假想 的 结构 ， 使 它 能 和 
| 已 沟 知道 的 立体 化 学 的 数据 相 一 致 。 糙 构 的 一 般 特 征 的 验证 和 原 
来 结构 的 大 小 的 精确 关节 以 及 关于 原来 结构 的 若干 重要 改进 都 是 
Ah Wilkins” 所 叙述 的 由 Wilkins, Stokes 和 Wilson™”, Frank- 
lin 和 Gosling"*~2", Feughelman, Langridge, Seeds, Stokes, 
Wilson, Hooper, Wilkins, Barclay 和 Hamilton?” 以 及 Langri- — 
_ dge, Seeds, Wilson, Hooper, Wilkins 和 Hamilton?” 等 的 X- 
| SRE TE CRAY . WES DR RSIS ET EDK HA AT DUA SEE IA 
粘 稠 的 核酸 盐 凝 胶 中 慢 慢 抽出 的 方法 来 制 取 。 所 得 的 晶体 具有 
高 度 的 定向 。 变 换 抽 出 的 速度 和 凝 胶 的 含水 量 就 可 以 得 到 直径 在 
190100 mw 之 间 的 纤 蕉 。 这 种 纤 礁 可 因 含 水 量 的 不 同 而 产生 两 种 
， 不 同类 型 的 和 -射线 衍射 图 象 。 纤 蕉 的 含水 量 可 以 用 调节 晶体 周 
上 男 大 气 的 相对 湿度 加 以 改变 。 在 75% 的 相对 絮 度 下 , 纤 蕉 的 含水 
性 量 相当 于 纤 礁 干 重 的 40 一 50% 时 纤 礁 就 呈现 出 一 种 高 度 的 千 晶 、 
| 性 , 正 象 在 X- 射线 图 策 ( 照 片 1) 中 大 量 的 明显 斑点 所 显示 的 。 这 样 
时 的 核酸 形式 称 为 A 构 型 a0 。 在 更 高 的 温度 (92 色 ) 下 ,可 以 得 到 另 
上 一 种 不 同 的 精 构 (B 构 型 ) ,这 种 结构 常 为 酝 晶 的 (paracrystalline)。 
| 以 核酸 钠 盐 B 构 型 形式 出 现 的 X- HER A (照片 9) 呈现 出 很 少 
| 的 清晰 斑点 。 这 表明 有 不 完全 的 精 晶 性 。 这 种 也 构 型 位 乎 在 很 大 
时 的 湿度 范围 内 仍 保持 不 变 。 一 般 从 A 型 变 成 B 型 是 一 种 正常 的 
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照片 1 A#DGRRARA RAMON 往 - 射 乱 衍 射 图 嘲 
(R. E. Franklin 和 及 . G. Gosling: Acta Cryst. 1953, 6, 674 页 ) 
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WMA TC. | | 
Ay BAIA UB CE A EN AN DY HE 
PURI” 的 X-HHEA MA OA BRE Watson 和 Orick yh 

主要 特征 。 Fanklin 和 Gosling “71 从 圆柱 体 Patterson Ey 
ESE, KYA 型 的 入- 射线 图 讲 所 作 的 更 和 致 的 分 析 直 接 证 明了 这 个 
糙 构 是 由 两 条 螺旋 形 的 链 组 成 的 。 一 个 守 径 为 9.0A 的 光滑 双 镑 
wee, 其 双 链 间 的 距离 相当 于 单位 晶 胞 e 轴 的 一 牢 长 度 的 Pat- 
terson 画 数 的 理论 曲线 通过 着 Patterson 最 高 点 (图 31) 的 大 部 分 。 
整个 三 度 空 间 的 Patterson 画 数 指出 只 有 一 部 分 的 烙 构 在 单位 晶 
胞 中 在 =1/2 处 的 平面 上 重复 着 。 这 正 是 对 Watson 和 Crick 所 


图 31 千 晶 状态 的 皮 糖 核酸 钢 的 圆柱 体 Patterson 画 数 
(R. B. Franklin #1 R. G. Gosling: Nature, Lond. 1953, 171, 156 页 ) 
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图 32a 表示 卫 构 型 DNA SEE ih FY aS HI FST eR EO 

BEALE Aro WAY Siti WR PA RATS TY ARSE Hy fe FH 

大 小 的 圆圈 表示 ,小 的 圆圈 表示 DNA 钠 盐 的 值 。 光 滑 曲 线 是 计 

算 所 得 的 振幅 平方 的 总 和 。 在 这 些 平 方 项 有 显著 干涉 的 地 方 每 个 

立 - 射 线 衍射 点 的 强度 是 牙 别 计算 的 ,并 用 方形 符号 表示 。 第 十 层 

线 上 的 强度 和 零点 层 线 上 用 点 线 表 示 的 曲线 均 用 1/10 尺度 作 图 
(R. Langridge，W. 卫 . Seeds, H. R. Wilson, O. W. Hooper, M. H. F. 
Wilkins 4 L. D. Hamilton: J. biophys. biochem. Cytol. 1957, 8,774) 
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提出 的 一 个 双 轴 的 两 条 同 轴 链 的 模型 所 期 望 的 烙 果 。 在 核酸 中 没 
有 第 三 个 同 轴 的 链 。 

Wilkins 及 其 同 工 者 "2o" 约 的 更 精 粗 的 XT FH EH, Bh 
然 Watson 和 Orick 模型 的 一 般 特 征 是 正确 的 ， 但 仍 需 作 若 干 修 
改 ,因为 Watson-Orick 模型 的 Fourier 转变 的 计算 结果 和 所 观察 
| 到 的 和 -射线 图 计 不 相符 合 。 需 要 修改 的 主要 特征 是 分 子 的 直径 ， 
og es 

Ha( 胸 腺 喀 喧 ) 


图 322 觅 氧 核 糖 核酸 的 B 构 型 ,其 中 表示 出 一 个 碱 基 对 和 一 个 核 苷 
酸 在 垂直 于 螺旋 轴 和 双 轴 的 平面 上 的 投影 
Watson-Orick 模型 中 的 螺旋 轴 的 位 置 用 A 表示 


(R. Langridge, W. E. Seeds, H. R. Wilson, O. W. Hooper, M. H. F. 
Wilkins #7 L. D. Hamilton: J. biophys. biochem. Cytol. 1957, 3, 767 页 ) 
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Watson 和 Orick 估计 其 为 20A ( 带 有 任意 指定 的 性 质 )， 但 实 际 
上 是 大 大 了 。 HAUSA YR HERA EI ime, JL 

乎 穿 过 螺旋 体 的 轴 8520 。 如 果 将 Watson 和 Orick 猪 构 中 的 碱 基 
对 向 螺旋 体 的 轴 移 近 , 就 能 和 这 个 特征 相符 合 。 这 样 做 法 也 可 以 
获得 减 小 分 子 直径 的 效果 。 共 且 ,分 子 中 电子 密度 的 分 布 不 应 当 ， 
在 螺旋 体 某 一 特定 牢 径 处 有 突然 的 变化 ， 而 是 应 当 在 意 近 分 子 外 ， 
围 时 逐渐 地 减少 。 这 样 在 衍射 图 讲 平 分 北上 的 次 儿 衍 射 最 大 值 的 ， 
大 小 就 可 以 减低 。 若 将 每 个 核 苷 酸 中 的 糖 环 的 平面 的 排列 尽量 地 ， 
向 螺旋 体 的 轴 借 君 , 就 可 以 达到 上 述 的 要 求 。 | 4 

(eA LHS ARK il E—T? RAGBRAI, # 

AURGHE EH BARES, aA RAB 
所 接受 的 van der Waals 值 小 得 多 。 但 是 ,， 若 使 根据 糖 环 是 平面 “ 
的 假定 来 制造 模型 ， 旭 这 些 van der Waals 距离 就 比较 正常 20。 

糖 环 是 平面 的 假定 并 不 是 没有 理由 的 ， 因 为 在 核酸 盐 离 子 附 近 存 
在 少许 多 起 源 于 部 电 引力 的 力 。 


照片 3 卫 构 型 结晶 股 氧 戊 糖 梳 酸 钞 的 X-Mas Bet 
(M. H. F. Wilkins: Cold. Spr. Harb. Symp. quant. Biol. 1956, 21, 76 页 ) 
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Huber! 对 5- 省 -5'- 股 氧 胸腺 喀 啶 核 苷 所 提 的 数据 以 制 造 分 子 模 
型 时 ， 可 以 得 到 从 分 子 模型 所 诈 算 出 来 的 和 从 实 台 所 测 得 的 衍射 
aig RE 2” A TBE (A 32c) 。 图 820 表示 出 在 这 个 模型 中 
的 大 基 对 对 螺旋 体 和 双 轴 的 相对 位 置 。 从 这 个 模型 中 可 以 看 出 与 
原来 Watson 和 Orick 所 提出 的 位 置 相 比 较 时 \ 图 826 引 的 A) , we 
旋 体 的 轴 穿 过 了 以 氮 键 相连 的 环 系 租 。 图 338 是 分 子 的 实体 和 模型。 
图 34 表示 出 A 和 了 B 两 种 构 型 的 差别 。8Sutherland 和 Tsuboilt23l 
的 红外 光 计 研究 有 力 地 证 实 了 这 个 模型 。 

这 两 种 模型 的 主要 尺寸 和 特征 可 以 概括 如 下 。 在 人 型 的 螺 | 
旋 体 中 ， 两 条 多 核 苷 酸 链 构成 直径 为 18A 的 螺旋 体 ， 这 两 条 链 以 | 
14A 的 距离 沿 着 螺旋 体 的 轴 盘 旋 。 螺 旋 体 的 螺 距 为 28.1A ,而 在 
每 条 链 中 螺旋 环绕 一 周 时 有 11 个 核 昔 酸 。 所 有 的 碱 基 对 沟 成 横 
PEPER ENTRAR AY 65"， 但 不 通过 这 个 轴 。 在 卫 型 的 螺旋 体 ， 


对 所 形成 的 横 棒 则 垂直 于 螺 旋 体 的 轴 井 通过 它 。 螺 旋 的 直径 较 小 
(图 34) ; 


~~ 
(B) 

图 34 (BAR EL RR A 型 和 了 型 模型 之 间 的 主要 差别 a 
(G. B. B. M. Sutherland 和 M. Tsuboi: Proc. Roy. Soc. 7 an 
A 1957, 239, 459 页 ) | ‘ 
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—- UE Pauling 和 Corey" 44s Hi AEN BE ATK BRM 19 LIE 
OF, AGM FS JT AT RIE ERIE JF WY BB A 
在 着 第 三 个 氢 键 (图 35) 。 这 个 第 三 个 毛 键 的 存在 使 饲 嘎 吟 - 胞 喀 
喧 碱 基 对 比 腺 嗓 哈 -胸腺 喀 啶 碱 基 对 更 为 稳定 。 这 已 经 被 不 同 狂 
成 的 腊 氧 友 糖 核酸 的 热 变 性 的 实验 所 证 实 。 脱 氧 友 糖 核酸 中 含 饥 
叮 哈 和 胞 喀 啶 成 分 高 的 具有 较 高 的 变性 温度 (参看 第 十 一 章 ， 图 
76, 265 页) 。 


图 35 根据 Pauling 和 Oorey[2 的 饲 叶 喻 和 胞 路 啶 碱 基 对 中 特殊 的 氨 键 


电位 漓 定 的 研究 


， ， 在 以 测定 小 牛 胸腺 觅 氧 核糖 核酸 中 核 苷 酸 间 成 键 基 团 的 性 质 
和 为 主要 目的 的 电位 涌 定 研究 中 ,Gulland、Jordan 和 Taylor” 观察 
> Sy, 当 原 先 在 pH 6~ 的 觅 氧 核 糖 核酸 钠 溶 液 涌 定 到 pH2.5 或 
pH 12 时 所 得 到 的 涌 定 曲线 是 不 可 道 的 ， 卉 且 与 分 别 用 大 和 酸 反 
昨 钵 定时 所 获得 的 曲线 有 明显 的 差别 。 这 种 现象 表示 在 图 86 中 。 显 
几 然 ， 将 酸 或 碱 加 到 腊 氧 枝 糖 核酸 盐 中 在 开始 时 才 不 引起 酸性 和 了 碱 
由 PERCHES, HELIER rh BO HEP pH 6~9 扩大 到 
Cae HEP AY pH 4.5~11.0, 在 这 些 界限 以 外 , 酸 - 碱 基 团 迅 
«= FRURES FE pH 2.0~6.0 fil pH 9.0~12.0 范围 内 参加 涌 定 。 按 


¥ ae « - 
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We @ulland. Jordan 和 Taylor"! 的 意见 ， NETS 定 是 否 从 pH 12 
或 2.5 开始 都 可 以 得 到 相同 的 反 涌 定 曲 涂 。 这 种 小 心 制备 的 脱氧 
SUBS KE RE in Wis E77 HY CL RE BK Signer Fi Schwander™*!, Cos- 
grove Al Jordan” DI & Lee Fl Peacocke?” [\ HA IeyR Fn FAK 同方 
法 制备 的 胸 氧 成 糖 核酸 所 做 的 涌 定 加 以 证 实 。Shack #1 Thomp- 


2.0; 


每 4 克 原 子 磷 的 校正 当量 数 
° 
or 


1.0; 
工 用 酸 或 碱 从 pH 6.9 
we 1 ae 
人 
2.0F £8 90 FF Alki* 玻璃 电极 


测定 ,其 他 各 点 用 氨 电 极 
测定 而 得 


2345 0 
pH 


图 36 AAA= TRIBE SEAL BEI Tie Gr fy i ee ae 
通过 工 中 各 点 画 出 的 平滑 曲线 是 从 PK, ff 2.6, 3.5, 5.2, 10.449 
11.4 Be 1 24 GbE pr py sey | 
* Cambridge Instrument Oompany, Lid. 
(J. M. Gulland, D. O. Jordan 和 H. F. W. Taylor: J. chem. 
Soc. 1947, 1132 3) 
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settea 用 分 光 光度 涌 定 法 也 对 此 子 以 证 实 。 
” Gulland, Jordan 和 Taylor 对 这 个 洱 定 现象 的 解 程 是 : 呀 吟 
碱 和 喀 喧 碱 的 氨基 是 通过 氮 键 与 基 团 一 NH--00--- 相连 , 因此 
根据 实验 数据 , 当 一 个 基 团 彼 清 定时 就 会 引起 两 个 基 团 的 游离 。 

Oreeth、Gulland 和 Jordan?” 用 粘度 数据 让 明 这 些 键 是 分 子 间 的， 
， 键 , 而 不 是 分 子 内 的 键 。 他 们 观察 到 在 基 团 产生 电离 的 那些 pH 也 值 
| 下, 腊 氧 核糖 核酸 盐 溶 液 的 粘度 就 显著 下 降 ,流动 双 折 射 也 伸 随 着 
”粘度 的 下 降 而 消失 2~s0 (图 37 和 88) 。 这 种 现象 只 能 解释 为 氨 键 


pH 


图 37 小 千 胸 腺 脱氧 核糖 核酸 钠 的 特性 粘 数 随 着 DH 值 的 改变 
(#8 A. R. Mathieson 和 8. Matty: J. Polym. Sci. 1957, 23, 759 A) 


2.5 


_ -log (tana) 


3.5 


S03 4 6 eee 9. 10° 11. 19 
. pH - 
38 小 牛 胸腺 股 氧 核糖 核酸 钠 的 流动 双 折 射 随 着 DH LAeAE 
(A. R. Mathieson 和 8. Matty: J. Polym. Sci. 1957, 23, 758 页 ) 
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所 连结 的 和 结构 受到 破坏 而 产生 了 更 小 的 分 子 章 位 或 一 不 不 对 称 性 
较 小 的 大 分 子 。 
现在 根据 Watson 和 Orick 的 模型 可 以 透彻 地 解释 这 些 精 果 。 
连接 核 苷 酸 中 特殊 碱 基 对 (图 29 和 35) Hoe PRS 
和 胞 喀 啶 的 氨基 以 及 饲 嗓 吟 和 胸腺 喀 喧 的 一 NH--0O0 一 基 团 有 
关 。 毛 键 环 体系 的 稳定 性 使 参加 环 体系 组 成 的 基 团 的 酸 、 碱 强度 
降低 ,因此 就 解释 了 原先 涌 定 曲 萎 的 不 可 逆 性 。 
自从 这 种 现象 首次 彼 发 现 后 ， 精 密 涌 定 的 技术 就 靶 应 用 于 解 
决 离子 强度 和 核酸 盐 溃 度 对 于 涌 定 曲 的 影响 ,从 pH2.0 和 12.0” 
反 涌 定 曲 北 的 一 致 性 以 及 测定 多 核 昔 酸 中 解 离 基 轩 的 解 离 常 数 等 
问题 。 
Jordan, Mathieson 和 Matty! 与 Oox 和 Peacockela3l #48 
出 在 很 大 的 离子 强度 和 核酸 盐 度 的 范围 内 可 以 观察 到 不 可 复 满 
定 的 现象 (有 时 不 正确 地 称 之 为 滞后 现象 )。 按 照 双 螺旋 模型 来 看 ， 
这 就 意味 着 这 种 现象 并 不 是 由 于 分 子 间 的 相互 作用 ， 而 是 由 其 正 
分 子 内 (或 多 核 苷 酸 问 ) 的 键 所 产生 的 。 
采用 从 色 层 分 析 法 所 获得 的 脱氧 核糖 核酸 盐 的 味 啥 碱 和 喀 吓 
碱 的 组 成 可 以 确定 没有 任何 可 检 出 的 二 级 磷酸 解 离 。 也 能 够 测定 “ 
FE 25°O 时 氨基 的 涌 定 常数 (pG' 值 )s9 。 这 些 数值 是 : 4 


ey Ree FLARE . 
pG', IER 2.50 4.40 4.40 : 过 
pG', 道 向 滴定 2.40 3.65 4.85 


由 此 可 见 腺 味 吟 和 胞 喀 啶 在 正 向 涌 定 中 具有 相同 的 上 包 值 ， 但是。 
PG" 值 在 逆向 涌 定 中 相差 就 很 大 。 检 查 Watson 和 Orick 筑 型 (图 
。 28 和 35) 的 氨 键 环 体系 时 证 明 腺 顺 喻 和 胞 喀 吓 的 氨基 都 是 极其 相 是 
似 的 八 原 子 环 的 粗 成 单位 。 这 些 环 在 清 定 时 必然 断裂 。 因 此 在 毛 
键 速 接 和 非 氨 键 速 接 的 形式 中 这 些 基 团 的 pGr 值 都 不 相同 ， 而 在 时 
MAMMA, 它们 的 pG' 值 都 是 相同 的 , RAH 
局 紧 哈 在 正 向 和 逆向 涌 定 曲 芒 中 PC! 值 的 相似 有 时 稚 认 为 是 因为 
饲 叶 喻 中 的 氨基 不 参加 形成 大 基 加 的 氨 键 。 但 是 ，Oavalieri 和 
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F sonborg'* 指出 在 10 pep TE si AS a a EE SE EE 
Roly SLR PAE (BA +— AE, A 70, 258 A), 因此 
MAT KAREMS SARE, HEM ARE HE 
PRS) A oA PE PPE PE A HK SH (BF 257 页 )。 

~—s« BAK Gulland , Jordan 和 Taylor JR 56 Wi 2 th eS Ne Re 
HREZA RW, VERMA? Br ES, 
_ #218 Peacocke”! 的 见解 , 它 具 有 和 结构 上 的 意义 ,因为 如 果 这 两 
条 反 满 定 曲线 是 完全 一 致 的 ， 那 就 必须 排除 所 假发 的 氮 基 和 
一 NH 一 00 一 间 的 各 种 不 稳定 的 连接 (参看 第 八 章 , 151 页 ) ,这 就 
诈 明 在 它们 中 间 唯 一 可 能 的 连接 方式 是 氨 键 。 

Cox. 和 Peacocke"! 在 一 个 能 准确 掌握 离子 强度 的 、 没 有 接 液 
的 电池 中 用 一 种 不 连 苇 的 方法 测定 了 鲁 鱼 精子 的 觅 氧 友 糖 核酸 钠 
”的 解 离 曲 和 (在 一 般 的 涌 定 方法 中 是 用 一 个 玻璃 电极 或 气 电 极 , 井 
连续 地 加 碱 或 加 酸 ; 因此 在 涌 定 过 程 中 洲 液 的 离子 强度 并 不 是 恒 


----90 正 向 滴定 曲线 
一 一 逆向 滴定 曲线 
x 用 碱 从 pH 2.2 Fras 
° 用 酸 从 pH 12 开始 
A x 及 。 重 合 的 点 


每 4 克 原 子 磷 的 猪 合 当量 数 


图 39 在 没有 接 液 的 电池 中 对 鲁 鱼 精子 脱氧 核糖 核酸 钠 个 别 混合 
PTE NTH AE 25"C， 离 子 强度 0.05) 
I. 正 向 滴定 曲线 由 PH 6~7 AMES DH 2.2 HK Ap aS) DH 12; 
TL. eran ae Re 
(A. R. Peacocke: Special Publication of the Chemical Society No. 
8, London, 1957, 151 页 ) 
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定 的 ) 图 89 Fea LER, PT 


WR Sw LR Ee, BE  —NH—OO— 32h FIFE 
pH 2 a% 12 WBE Ja ERE PR EA DE — 
ae De ELT NTS EEE, 因 此 Peacocke” 断定 氨基 一 定 是 以 
氨 键 与 一 NH 一 0O0 一 基 团 相连 ,而 在 电离 时 氢 键 才 断 裂 。 这 就 指 
出 了 可 用 涌 定 方法 检 出 的 基 团 很 少 是 以 其 他 方式 连结 的 。 先 前 所 


观察 到 的 反 涌 定 曲线 问 的 差别 一 定 是 由 于 与 连 炉 译 定 方法 有 关 的 


因素 所 引起 。 


Watson 和 Crick 模型 的 分 析 化 学 放 明 


以 氨 键 相连 的 双 螺 旋 中 的 特殊 磊 基 还 具有 这 样 的 关系 ， 即 在 


核酸 分 子 中 每 有 一 个 饲 嘎 哈 父 基 就 一 定 有 数目 完全 相等 的 胞 喀 喧 


玖 基 。 同样 , 腺 味 吟 和 胸腺 喀 啶 也 一 定 是 以 等 量 存在 的 。 许 多 股 氧 
友 糖 核酸 的 分 析 数 值 证 明 这 个 关系 是 近乎 准确 的 ， 虽 然 在 各 种 不 “ 


同样 品 的 核酸 中 腺 嗓 哈 对 篇 叶 叭 的 比值 可 以 相差 很 大 。 表 6 (第 


四 章 , 87 页 ) 谣 明 了 这 个 关系 , 其 中 第 了 7 行 和 第 8 行 分 别 烈 出 了 
RNAS So Hh RE WE FS MOA ey eee (加 上 5- 甲 基 胞 喀 啶 ) 的 比 ” 
值 。 几 乎 在 任何 情形 下 (肺炎 双 球 菌 ILL 型 除外 ) Watson 和 Orick © 
模型 所 预示 的 等 于 工 的 比值 都 没有 显著 的 偏离 ， 虽 然 腺 味 只 和 胸 
腺 喀 啶 对 饲 嘎 哈 和 胞 喀 啶 的 比值 (第 9 行 ) 却 在 很 大 范围 内 发 生变 
化 。 实 际 上 这 个 比值 就 是 腺 嘎 输 对 饥 味 啥 的 比值 。Watson 和 — 
| Orick® 认为 这 些 分 析 数 据 对 证 实 他 们 的 模型 提供 了 极 重要 的 实 ， 


验证 据 。 但 是 , 表 工 (第 三 章 ,50 页 ) 所 载 的 Bendich 及 其 同 工 者 从 


核酸 的 各 个 级 分 中 所 得 到 的 极 仔 帮 的 分 析 数值 证 明 腺 嘎 叭 对 胸腺 


略 吓 以 及 饥 顺 哈 对 胞 喀 啶 的 比值 在 某 些 狼 分 中 和 工 相 差 很 远 。 这 


必然 表明 在 某 些 级 分 中 的 分 子 所 含 的 腺 嘎 啥 残 基 要 比 能 与 胸腺 喀 二 


吓 以 毛 键 相连 的 腺 味 哈 残 基 更 多 。 这 一 事实 可 能 具有 得 传 学 正 的 
登 义 ， 工 且 是 表示 从 一 个 整个 样品 中 所 获得 的 等 于 了 工 的 总 比值 可 


能 是 偶然 的 。 在 对 个 别 遂 分 用 涌 定 和 其 他 方法 进行 有 丢 葡 的 研究 
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nay hes Sere ae ee aS Te 
| HE FET, 985) EAE A AB VET DLS J FE HRENY Watson 
| «Fa Orick 的 模型 2 。 


Watson 和 Crick 烙 构 的 可 能 的 修改 


Watson 和 Orick 的 千 构 是 假定 单独 的 腹 氧 友 糖 核酸 分 子 含 
| 有 两 条 多 核 背 酸 链 , 它们 在 整个 分 子 中 是 连续 的 ,并 且 由 特殊 的 毛 
| ME, 假使 多 核 苷 酸 链 是 不 连续 的 ,而 在 整个 分 子 长 度 
。 中 有 不 规则 的 或 有 规则 的 间断 ， 则 只 要 这 两 条 链 中 的 间断 不 是 发 
| 生 在 相对 的 位 置 上 (显然 当 间 断 发 生 在 相对 位 置 时 ,分 子 将 分 裂 为 
| 二 ) ,就 不 会 影响 到 X- 射 线 照 片 。Jordan7 提出 过 一 个 推测 性 的 
建 玉 ,认为 在 腊 氧 友 糖 核酸 分 子 中 可 能 存在 着 一 种 间断 性 的 车 构 ， 
但 Dekker 和 Schachman®*! 根据 实 共 的 证 据 和 Watson-Orick 的 
| 模型 信 提 出 一 个 比较 肯定 的 糙 构 。 对 这 个 模型 所 提 的 证 据 , AS 
| 是 从 研究 洲 液 中 核酸 盐 离 子 的 大 小 和 形状 以 及 在 能 使 氟 键 断裂 的 
(变性 ) 哉 剂 中 所 得 的 结果 而 来 的 。 关 于 这 些 方面 的 问题 将 在 第 十 
。 章 和 第 十 一 章 中 作 更 群 尽 的 讨论 。 
， “ 假使 腊 氧 友 糖 核酸 的 分 子 含有 两 条 由 氨 键 连 烙 在 一 起 的 不 连 


上 子 量 将 比较 小 , 并 且 在 溶液 中 有 可 能 相互 扩散 而 分 开 。 在 另 一方 
是 面 ,在 同一 条 件 下 连 鞠 的 烙 构 只 能 产生 两 条 链 , 每 条 链 具 有 原来 分 
«FRE, AXA ER, 因此 不 容易 把 它们 
岂 分 开 。 这 两 种 见解 信 受 到 很 多 互相 矛盾 的 实验 证 据 的 支持 。 支 持 
由 不 违 征 千 构 的 让 据 大 个 根据 每 20 个 或 30 个 核 背 酸 中 有 工 个 二 般 
时 和 酸 基 团 存 在 的 事实 ,这 可 从 用 氨 键 断 届 剂 (如 酸 、 破 ) 或 加 热处理 
上 后 测定 所 得 的 分 子 的 大 小 和 原始 涌 定 的 数据 来 证 实 。 但 是 , 较 新 
和 的 满 定 证 据 并 没有 证 明 有 未 端 二 儿 磷 酸 基 团 (参看 上 面 ) 存在 ,而 
Doty 和 Rice®” 的 光 散 射 测定 指出 当 氨 键 受热 或 低 pH 的 影响 
| SUG, 肌 氧 友 糖 核酸 的 分 子 量 井 没有 改变 。 因此 这 似乎 是 原来 


| 苞 的 多 核 昔 酸 键 ， 则 显然 因 全 部 氨 键 被 破裂 后 所 得 到 的 产物 的 分 
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第 十 章 “核酸 的 千 构 全 
溶液 中 肌 氧 友 粳 核酸 盐 离 子 的 大 小 、 
形状 和 另外 几 种 性 质 


5] 


象 Watson-Orick AA AHHGH ,- RARER Se 
Fats, 正 象 第 九 章 中 所 指出 的 , 契 大 部 分 是 根据 入 -射线 对 具 
有 高 度 千 晶 性 的 滤 凝 胶 所 作 的 帮 究 。 同 等 重要 的 是 应 用 胶体 化 学 
的 技术 来 研究 洲 液 中 的 腊 氧 成 糖 核酸 盐 离 子 ， 这 些 研 究 使 人 们 得 
到 关于 这 些 离子 在 溶液 中 的 分 子 量 .大 小 .形状 和 刚性 的 知识 。 与 
作为 某 一 制备 物 常 数 的 分 子 量 相 比 时 ,与 气 键 的 连接 、 范 德 华 力 . 离 ， 
FHF (inter-ionic force) 和 动力 平衡 有 关 的 核酸 盐 大 分 子 离子 的 
形状 是 随 着 环境 的 不 同 而 改变 的 。 因此 , 核酸 盐 大 分 子 离 子 的 形 “| 
状 和 刚性 的 改变 常 随 着 溶液 的 离子 强度 和 pH 而 改变 。 这 些 在 分 
子 形态 学 上 的 改变 的 生物 学 意义 是 与 它们 转移 葵 核 蛋 自 的 程度 有 
关 。 到 目前 为 止 , 对 核 蛋 白 洲 液 的 性 质 所 进行 的 研究 并 不 象 对 核 上 
酸 溶液 的 性 质 所 进行 的 研究 那样 深入 。 虽然 如 此 ， 在 离子 环境 改 ， 
变 比 较 小 的 情况 下 所 发 生 的 腊 氧 友 糖 核酸 盐 离 子 形状 和 刚性 的 改 
区 ,在 一 个 分 子 中 不 能 不 认为 是 重要 的 ,因为 人 何 相 信 这 个 分 子 能 汉 
停 递 遗传 信息 , 井 能 利用 一 种 模板 作用 机 制 自行 复制 。 

“和 核酸 次 沪 的 物理 化 学 测定 必须 在 精确 的 特定 条 件 下 上 
进行 , 但 对 溶液 的 制备 和 省 度 的 测定 还 存在 着 一 些 困难 。 示 同 的 
STEERER OFELIA, RAT EMERY 
FEE RBA IBRD FUE, AA CRASS RRR 9M HE kc Hs He AE Hf 
RPA, (2, SELRUY, fee +— eh 
et HA), 2 IE DB AR SYA Pk oh, le PS We ny WB BE) 


a 


. a] Ff 181 
2x10 (6x 10~g/ml) BY, BAUR EF 10-* M HORE 
MEPS SARL HE. A, ERR A DK HR 
| RARIRAS , RUSE Sees We Hea , YR SEI A PR HER 
| RAVE AKAN TEE TIE WE. RIALS HT ICHANY , HE De 


BREE YA Tek PROS ARTE HAP HER A 


«EMA TA, TEA ea aE 
”离子 聚集 物 的 次 液 , 这 些 聚 集 物 只 能 稻 绥 地 解 聚 。 少量 杂质 如 蛋 
， 自 质 的 存在 中 有 助 于 聚集 作用 。 根 据 所 进行 的 测定 的 性 质 ,这 些 聚 
”上 集 物 的 存在 会 导致 两 种 不 同 的 误差 。 如 果 象 在 沉降 实 葵 的 最 初 阶 


| 段 或 在 光 散 射 测定 前 所 进行 的 澄清 步 了 又 中 将 聚集 物 用 离心 方法 除 


”去 , 则 对 核酸 盐 来 进 , 洲 液 的 波 度 将 发 生 改 变 ;假如 这 些 聚集 物 不 用 
一 些 必要 的 预先 处 理 步 屋 将 其 除去 而 仍 保留 在 沙 液 中 ， 则 在 进行 
粘度 或 其 他 流体 力学 的 测定 时 ， 这 些 聚 集 物 的 存在 会 引起 趴 正 的 
«SERRE. 

: FA) see tll 4 VAS YOR Eh HERE HE eB A GF} Be PES ERS 
F108 M RSA POE HARASS BD EAE 
ACES (例如 过 夜 ) 让 溶液 形成 (ARERR es eas 


的 1 工 价 的 电解 质 沙 液 ; 对 于 2-1 价 的 电解 质 溶液 ,例如 氧化 镁 来 


， 讲 , 其 最 低 省 度 比 这 个 省 度 还 要 低 得 多 ) 。 肌 氧 友 糖 核酸 钠 在 低 离 


子 强度 的 深 液 中 的 洲 解 速度 一 般 较 快 ， 因 此 假如 需要 离子 强度 高 “ 
， 的 溶液 , 则 在 开始 时 必须 先 用 10-31 所 化 钠 溶液 将 脱氧 成 糖 核酸 


， 贷 咨 解 ,然后 再 加 大 更 多 的 电解 质 ,以 增加 其 省 度 。 所 得 的 洲 液 必 
，， 须 用 18000~20000g HEM, 也 可 以 应 用 更 高 的 离心 力 ， 
但 必须 注意 防止 分 子 状态 分 散 的 核酸 盐 离 子 发 生 任何 分 遂 分 离 。 
二 应 用 这 样 的 操作 方法 , Butler Laurence Robins #1 Shooter” $7 
是 “ 示 同 核酸 制品 的 物理 化 学 测定 中 观察 到 其 重复 性 的 显著 改进 。 

4 FR PPA EE il 4S SAS TR EER AP SED 


底 能 和 否 测 定 核酸 洲 液 的 绝对 省 度 , 因 为 所 有 的 测定 ,不 论 其 是 否 与 ， 


磷 的 分 析 或 紫外 吸收 的 测定 有 关 ， 儿 究 是 以 固体 肌 氧 成 糖 核酸 钠 
样品 重量 的 测定 为 根据 的 。 胸 氧 戊 糖 核酸 负 与 空气 中 召 气 成 平衡 
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时 的 含水 量 是 高 的 ， 而 且 是 不 恒定 的 。 虽 然 在 110°O 或 在 较 低 的 
温度 下 可 进行 趴 空 于 燥 到 能 够 重复 的 便 重 标准 ， 但 此 时 水 分 未 一 
定 抑 全 除去 。 许 多 实验 室 所 采用 的 有 用 的 标准 方法 是 答 制 一 个 能 
WAAR FE 259 mw ADA SE Tt IC 5 BE BE Se ARREST HE, Be 
7 FED as HE A A IE AR SE 4 MoS Sie a ly ze 
AE BCAE EVANS (Bl Aye 1, JER BE AE, OC Se oe Re 
PASE Hl Dts BE FAs 9 PE UE BE) Pe ae A aay 
溶液 的 制备 是 称 取 王 燥 至 恒 重 的 样品 按照 合适 而 能 够 重复 的 标准 
步 县 进行 的 。 、 

De DOR PRSAVS TE DEL 的 电解 质 洲 液 中 可 以 在 050 或 
更 低 的 温度 下 保存 相当 长 的 时 间 而 不 致 发 生 可 党 察 的 降解 ， 


i Ae BEAR Sh 2) 


BSE BED FERS Hi EEUU BROT BTA 
A Svedberg HRA" , 将 沉降 系数 和 特性 粘 数 同时 代 大 Mandel 
kern, Krighbaum, Scheraga 和 Flory 方程 式 四 以 及 应 用 光 散 射 
方法 。 
Tennent 和 Vilbrandt™ Cecil 和 Ogston™! Stern 和 Atlas! 
2% Kabler rH He UU i 05 ES DOT RE Ay EME Be 
UN RRINTE 0.2 M BALSAM Ie PTE 2.5 x 10-* g/mol DLR 下 
PS CE FA BO OE 9 ESE, Spe was pep Philpott- 
Svensson 、 Schlieren 光学 系统 和 一 个 能 容 12 mm 液 柱 的 液 槽 来 
了 9。 BBA Fi SB BEIGE TIE Se ag ‘ 
9 低 江 度 极限 在 正常 情 驳 下 葛 为 gx 10-*g/mml。 SMI REE 池 
是 用 测定 溢 质 折光 率 的 增加 来 测定 的 ， 虽 然 在 稍微 低 于 这 个 梳 
惟 尖 度 的 测定 亦 便 有 所 报道 。 因 为 在 这 个 湾 度 范 转 内 沉降 系数 
值 很 快 地 随 着 稀释 而 增高 (参看 图 40), 因此 用 外 推 靶 求 得 在 无 限 
一 5 时 的 沉降 系数 值 是 不 可 能 高 度 准确 的 。 虽 然 如 下 Kahler’? 轩 
和 Ogston 458-4 ihe BE (EB) 8 x 10-4 g/ml Fp 9 ee oR ee ge 
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Be 1/S2o(S20 是 在 20 9 时 溶剂 粘度 已 校正 过 的 沉降 系数 ) SRE 
成 直 药 关 季 的 基础 上 应 用 了 外 推 法 。 他 们 用 这 种 方法 所 得 到 的 在 
无 限 稀释 时 的 Soo 数值 分 别 为 12.58 和 13.28 (Svedberg Mir), 
Peacocke 和 Schachman™” 用 同样 天 小 的 液 槽 测定 了 滤 度 低 至 
1x 107 g/ml 时 的 小 牛 胸腺 觅 氧 核 糖 核酸 钠 的 沉降 系数 : 温度 范 
转 在 ~8x10-g/ml 之 问 时 , 1/9a。 SIRE MARK; 外 推 至 
无 限 稀 释 时 的 小 牛 胸腺 用 氧 核糖 核酸 盐 的 沉降 系数 狗 为 218 。 


30 = 


Peacocke 和 schachmanlg 
25/6 Coates 和 Jordant9 
one = 
Shooter 和 Butler {6-19 


Soo 


2 度 
图 40 ]x4= Na A PROP La EASE 

Kahler #f Shack" 55 Doty, McGill 和 Rice“? DI & Kawade 
Fl Watanabe) MW Je pe ye HD By 8~6 x 10-g/ml_, 1.5~7.5x 
10-4 g/ml #1 2~32x10-*g/ml WW PS HS Bl EFC 
的 相似 的 沉降 系数 值 ， 这 些 数值 高 于 下 ahler Fn Ogston 原来 所 得 
到 的 。Kahler #1 Shack” 与 Doty, McGill 和 Rice™” 外 推 118S2。 
到 滤 度 为 零 时 所 得 到 的 Soo 数值 分 别 为 208 FE O.3 M 氯 化 钾 中 ) 
和 228 (46 0.2M 氧化 钠 中 ) 。Kawadqe 和 Watanabena 发 现 画 
上 Br SoA + [lc) 随 着 省 度 而 直 和 线 地 改变 ,其 中 [四 为 特性 粘 数 ，e 为 
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WERE, 4G ROE BREE os BT, UFSBIAY S50 139 23 9, 
SAGE £205 SE H9 RA 1% We ERG FB) WY TC ME SR Be EH Be AK, 
Kahler 和 Ogston™ 所 得 到 的 低沉 降 系 数值 与 Peacocke 和 
Schachman™! Kahler #7 Shack" DI & Kawade #1 Watanabe" yy 
得 到 的 低沉 降 系 数值 之 差 ,不 能 只 归 因 于 外 推 法 的 不 准确 ,因为 后 
几 个 研究 工作 者 几乎 肯定 地 应 用 了 更 好 的 肌 氧 皮 糖 酸 钠 的 制品 。 
对 省 度 大 于 狗 2~5x 10-4g/ml 的 溶液 所 进行 的 测定 是 否 能 
够 加 以 外 推 ， 以 和 致 在 波 度 为 雳 时 的 数值 是 一 个 有 意义 的 数值 是 值 ， 
得 怀疑 的 。 为 了 要 得 到 一 个 在 无 限 稀 释 时 的 有 意义 的 数值 ,需要 
对 这 样 稀 的 溶液 进行 测定 ， 即 洲 液 中 的 分 子 之 问 交 乎 没有 相互 关 
KA. WHE SRR, WOE SAE ERE EM Bik 
6x10 g/ml; 但 对 核酸 来 讲 则 低 得 很 多 , it 2~5 x 10~* g/ml B 
是 高 汉 度 的 极限 。 因此 很 需要 将 测定 方法 加 以 改进 , 使 能 在 尽 可 
能 低 的 波 度 溶液 中 进行 测定 。 
使 用 能 容 80 mm WRAY HY DRE AEE RR, 全 获得 了 
在 更 低 溃 度 时 的 沉降 系数 值 。 前 一 个 方法 可 以 在 省 度 低 到 和 狗 
6X10 g/ml 时 进行 测定 ， 而 后 一 个 方法 则 能 够 很 容易 地 在 溃 度 ， 
(HB) 1x 10% g/ml 时 进行 测定 。 WEE 1x 10-7 g/ml A 
液 亦 便 沟 测定 过 。 Oth", Ja 3 Coates Ai Jordan” 应 用 一 个 
80 mm 的 液 槽 测定 了 用 去 污 剂 法 提取 (参看 第 二 章 , 参考 文献 60)” 
的 小 牛 胸腺 腊 氧 核糖 核酸 盐 制 品 在 淡 度 范围 为 6.3~12.6X10 
g/mol 时 的 沉降 系数 (图 40) 。 应 用 画 数 1/Ss 的 关系 , WHE BY 
度 为 雳 时 得 到 Soo HY Be fi Hy 29.48", {B4, Shooter 和 But- 
lertt0~2) fii ASR SE GSE He BES BEER EH TE EATER 
数值 。 他 们 的 精 果 (图 41) HRI, Sao BE 5~1x 10% g/ml SA 
fhe BE AY Se AE VEE AY HEHE IER AREY , MUSTER 
TATE AY NAH BE AUL BELEN 82o 值 狗 为 298。 这 个 数 
值 与 Oth 的 烙 果 非常 符合 。 用 酶 促 水 解 制备 小 牛 胸腺 腊 氧 核糖 


核酸 盐 样 品 (参看 第 二 章 , BE ICH 63) HUM Bee ABE, #9 
Fy 248, 


: 
J 
i 
J 

j 
} 
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9 用 酶 促 水 解法 提取 的 
x 用 去 污 剂 法 提取 的 


0 0.006 


0.002 0.004 


in 度 ; 
Aj 41 在 0.24 Aisa PRENSA eR 
DURE Re i aR EY Ete 
(K. V. Shooter #7 J. A. V. Butler: Trans. Faraday Soc.1956, 52, 73853) 


Doty, McGill 和 Rice) js J -\4E Kia BBE BE IR TY 
ROME EBS RS WORSE. ITER DE HHL 
DJ, AW Barbu, Joly, Robins 和 Shooter?” 48 Hi pe [AREAS 
关系 亦 可 适用 于 从 Samonella enteritidis 噬菌体 D4 +h PRS BI Hy BE 
氧 友 糖 核酸 盐 。 Doty、MceGHll 和 Riceaa 用 光 散 射 法 测定 了 用 超 


0.008 0.010 


%% 


声波 降解 的 脱氧 核 糙 核 酸 盐 的 分 子 量 。 从 以 后 的 超声 波 碎片 变 狂 ， 


的 研究 烙 果 看 来 , 已 沟 很 清楚 , 在 用 超声 波 处 理 时 , See 
Ba, 则 亦 很 少 发 生 , 因此 超声 波 偿 片 是 原来 核酸 盐 的 同系 物 , 仍 县 

有 以 氮 键 连接 的 Watson-Orick FUR KH, 亦 全 获得 了 在 分 子 . 
EM 7.4 x10° RRR) B38 x 10° 范围 内 的 级 分 ,并 发 现下 面 的 


，” 式 子 亦 可 适用 于 分 子 量 与 沉降 系数 的 关系 : 


S'o9= 0.063 M°3? 
这 个 关系 式 可 以 用 于 估计 用 紫外 光学 系统 对 稀 深 液 作 沉降 研究 时 
从 沉降 分 布 所 得 到 的 腹 氧 成 糖 核酸 钠 的 分 子 量 分 布 情况 。 
Stern 和 Atlas’ 公测 定 了 在 氧化 钠 溶液 中 电解 质 波 度 对 用 
sa OMA MRS CME BK; Kabler 和 Shack) 也 测定 了 在 
Se (LAB VS We Hp Hi, fF TU ES EA De Se Be STE RB, TE 


186 第 十 章 wei eH (=) 
se] ACS GON HP, TER SCADA FEF DS BE 9 FT LE HH 
AER ACSW ED 0. 2M 和 氧化 镁 的 省 度 为 0.053 时 , 则 到 达 极 
限 值 ( 图 42) 。 


0 SALAM 
e 氯化镁 0 


10-4 10-3 10-2 10-1 . 1 
省 BE- WF 
图 42 电解 质 省 度 对 脱氧 核糖 核酸 钠 沉 降 系数 的 影响 

超 清晰 界 区 (hypersharp boundary) Zebiaa We BS 1% Be SA HL 
降 行 为 的 一 个 显著 特征 。 在 不 大 变性 的 样品 中 , RARE 
1x 10-*g/ml 以 上 时 ,不 花 有 电解 质 加 入 或 没有 电解 质 加 入 , 汐 一 、 
定 能 找到 这 样 的 界 区 ao349 。 但 是 在 氧化 镁 溶液 中 的 界 区 不 象 在 氧 “ 
化 钠 或 氧化 钾 溶 液 中 的 那样 清晰 品 。 觅 氧 友 糖 核酸 钢 的 一 个 典型 
的 超 清晰 界 区 见 照 片 4。 在 早 些 时 候 已 沟 证 实 过 ， 沉 降 界 区 的 清 
晰 程度 夫 不 表示 沉降 系数 的 均一 性 ， 因 此 亦 不 代表 分 子 量 的 均 
一 人 性。 造成 这 样 超 清晰 界 区 的 原因 一 般 均 归 因 于 沉降 系数 对 省 度 
AY) i BS RASS HR (BG Peacocke 和 fSchachmangol 的 报道 》 因 
HF: K Fee Fy Ye TH hy (self-sharpening effect) 的 影响 。 但 是 , 这 
PAE tis FIM DEY, Ky Ooates 和 Jordan”! #y3H4 7 0.2M 
SG Gh YS We Hp FE VE HE 5 和 10x10-*g/ml 之 间 [ 在 这 个 沙 液 中 
下 们 的 沉降 系数 是 相似 的 (图 40)] 所 成 的 人 为 界 区 ， 其 超 清晰 程 
度 与 在 同 溶剂 中 省 度 在 0 和 5x 10-4g/ml 之 间 所 成 的 界 区 是 相 
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疝 的 。 侵 如 沉降 系数 与 淡 度 有 关 的 假 疏 是 正确 的 , 则 可 以 预料 到 前 
囊 的 界 区 应 该 显 出 正常 的 扩展 ， 因 为 越过 界 区 时 的 沉降 系数 只 
狠 小 的 变化 ， 而 后 者 的 界 区 应 Wii 站 sprayrrgeo 
鼓 是 超 清晰 的 。 虽 然 对 这 种 行 
为 还 没有 提出 过 比较 满意 的 解 
释 ， 但 是 Ooates 和 了 ordan05 
认为 超 清 晰 界 区 的 形成 与 核酸 
盐 离 子 所 带 的 电荷 对 省 度 的 
依 顿 关系 有 关 。 在 省 度 低 于 、 
10-g/ml 时 , 界 区 显示 出 明 
Bag KE. Shooter 和 But- 
lerne -aa a Ha er TR FE 
is, maa rn 


apcrremernm tong 


a 
ore. 


引起 的 ， 而 不 是 由 于 界 区 的 不 
稳定 性 所 造成 的 。 根 据 界 区 的 
FER AY DAE FETC ER A eT 
HUME RB A. BT 
用 去 活 剂 法 制备 的 样品 ， 沉 降 ， 


128 40 8 | eae 
aoe spc soot 照片 4 RMR AN 


(参看 第 三 章 , 图 1 到 3，37 sto tin 
到 39 页 )。 上 面 所 提 到 的 29S J. H. Coates #1 D. O. Jordan: Biochem. 
值 是 根 据 界 区 中 心 移动 的 速度 biophys. Acta 1959, 35, 309 A 


计算 出 来 的 ,因此 可 以 代表 重 均 分 子 量 。 
CME ROM URE A RE AE 的 本 质 而 改变 
的 ， 因 此 也 随 着 核酸 的 来 源 而 改 as, 例如 Salmonella enteritidis 
噬菌体 D4 的 股 氧 成 糖 核酸 钠 表 现 出 这 样 显著 的 UUM: ABO te BE 
> Home eS, DISCO OE DUE BAER BEARS 1 x 10 g/ml 时 这 
p45 ,外 推 至 无 限 稀释 仍 不 可 能 。Goodgal、Rupert 和 Herriot" 用 
分 配 液 槽 (partition cell) Ai TEU MT FER ARTE 10° ~10"g/ml, 
yswerni Haemophilus influenzae 5 (BE MOE Ur Ja BS RS SC 1% 


—_* 
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的 沉降 系数 。 在 这 个 省 度 范 围 内 所 测 得 的 沉降 系数 为 208 土 2.58。 
由 于 种 种 原因 ， 测 定 脱氧 友 糖 核酸 锁 的 扩散 和 数 是 困难 的 。 
因为 扩散 系数 对 省 度 具有 显著 的 依 顿 关 系 ， 因 此 得 到 的 是 一 个 不 
SEA (ERM) RK", 而 且 还 有 一 个 界 区 的 明显 移动 鳃 。 只 有 
Cecil 和 Ogston" 以 及 ahler ”对 这 种 现象 作 了 广 证 的 研究 。 前 
两 个 研究 者 在 20?0 的 0.2 歼 所 化 钢 溶 液 中 所 测 得 的 在 无 限 稀释 时 
的 扩散 系数 为 8.1x 10-s 平方 厘米 / 秒 ， 而 后 一 研究 者 在 20°O 的 
磷酸 盐 透 冲 溶液 (pH7.4, 离子 强度 0.3) 中 所 测 得 的 在 无 限 稀释 | 
时 的 扩散 系数 则 为 4.5x10-s 平 方 利 米 / 秒 。 因 为 他 们 所 用 的 溶剂 ， 
的 本 质 不 同 ,因此 要 上 比较 这 些 千 果 是 有 困难 的 。 同 时 因为 ecil 和 
Ogston 用 Gouy FE MEDS Mh KARATE BM, Th 
Kahler 用 Schlieren 37 #: /l MLA BID Be BCS UE EE 9 8 TS 
Jn, Pit BEI LER SLAY LORE RE. JSS RBI EY 
(KBE AE Howard 所 诈 实 22 , Coates" 4s AAW Rayleigh 光学 
ARMED MRA, (ASAE BT WY UP VE REAR (flushing - 
technique) 使 在 开始 时 生成 一 个 明显 的 界 区 是 非常 困难 的 ， 因 为 ， 
虽然 很 稀 的 腹 氧 友 糖 核酸 钢 的 溶液 仍 具有 很 大 粘度 。 虽 然 如 此 ， 
在 25?0 时 , URE 8 x 10 g/ml ii pH 为 7.0 和 离子 强度 为 0.2 4 
的 磷酸 盐 粮 冲 液 中 的 扩散 系数 的 大 概 数值 3x10- 平 方 厘米 / 秘 ， 
Wit BK. XT BUA James?” FA DI ZE 1 x 10-5 g/ml fe eae ， 
Ue SEE Ves HOP Ue TBR BY A ET Ee EK AE 0.2 
化 钠 溶液 中 的 扩散 系数 所 得 的 在 无 限 稀 释 时 的 数值 2 x 10-8 BAe 
厘米 / 秒 相当 符合 。 Haemophilus influenzae RG RE 
BORIS BREE IS BOW Ey 8 x 10-8 ASF fete AED, 


因此 , 根据 这 些 初步 的 研究 , 良好 制品 的 扩散 和 数值 似乎 是 在 2 


3X10 ”平方 厘米 / 秒 之 间 。 应 用 Svedberg BR, Hpi 系数 值 


(2% 10° 与 沉降 系数 值 248 代 入 , 则 得 到 的 分 子 量 的 数值 为 6x10s。 


这 个 扩散 系数 值 与 沉降 系数 值 都 是 从 测定 用 酶 促 水 解 方 法 制备 的 。 
小 千 胸腺 腊 氧 枝 糖 核酸 盐 所 得 到 的 。 至 于 用 去 污 剂 法 制备 的 小 牛 ” 
胸腺 腊 氧 核糖 核酸 盐 ， 如 将 其 扩散 系数 值 8x 10-8 ROYCE FR Be 
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(298 代入 方程 式 , 则 得 到 的 分 子 量 的 数值 为 5x10*。 


| 和 柔 数 和 其 他 数据 合 井 代入 方程 式 以 求 得 分 子 量 数值 。 这 个 方法 党 
涉及 一 个 关于 腊 氧 成 糖 核酸 盐 离 子 形状 和 和 柔性 的 假定 。 最 常用 的 
Fite Mandelkern, Krigbaum, Scheraga fil Flory’? 的 方 
程式 将 沉降 系数 和 特性 粘 数 代入 。 特 性 粘 数 提供 了 有 关 溶 液 中 
(CFA AR; 当 以 .c. g. s. 单位 表示 时 ,大致 可 代表 分 子 的 
”有 效 体积 。 从 小 牛 胸腺 有 氧 核糖 核酸 钠 在 剪 应 力 近 于 雳 时 所 得 
到 的 特性 粘 数 ， 不 同 的 研究 者 得 到 的 数值 具 胶 大 范围 的 差异 。 
”Pouyete2sl Conway 和 Butler?” Jordan 和 了 orter2s , Reichmann , 
; Rice, Thomas 和 Doty?” 2 & Hisenberg®” 等 得 到 的 数值 都 在 
5.0 一 5.5xX 10° c. g. 8. 单位 之 间 , 而 Butler, Laurence, Robins 和 
Shooter” 对 这 种 核酸 盐 的 六 个 不 同样 品 所 测 得 的 数值 在 2.9~ 
5.0x10: Zi] BAze14, 194 页 ) ,其 最 大 与 最 小 的 数值 几乎 相差 
二 倍 。Oavalieri、Rosoff 和 Rosenberg5u 对 不 同 的 制品 所 测 得 的 
“数值 为 3.4~5.7X10s, 而 Doty, McGill 和 Riceaa 对 用 光 和 散射 法 
测定 其 分 子 量 为 7.4x10': 的 腹 氧 核糖 核酸 盐 所 测 得 的 数值 为 
6.9% 109, 后 者 的 研究 者 还 从 超声 波 碎 片 的 研究 千 果 指出 关系 式 
Bee: [4] =1.45 x 10-41? 

MARTE 38 x 10° 与 7.4x 10° 2 MA RIE RS IA 
+ AY #{VA Mandelkern, Krighbaum, Scheraga 和 Flory" 
OER, 需要 对 核酸 盐 离 子 在 溶液 中 的 形状 作 一 个 假定 。 这 个 
— (BEAM SE MIP HK: | 
zZ 1 


S°[n]*? no . 
q 8 ae Vp) ’ 
4 Re BMAF Hy 1 5 2.12 x 10° aE HERE Hh Gtatistical | 
coil) 分 子 的 2.6x10s 和 极 天 轴 比 的 刚性 棒状 分 子 的 8.6 x 10°, 
"Barbu, Joly, Robins 和 Shooter” 从 几 个 不 同 天 然 腹 氧 成 糖 核 
BRERA S° 与 [m]+a 之 问 的 关 肝 为 苑 性 的 证 据 , 便 证明 这 个 广 
上 量 程式 对 脱氧 友 糖 核酸 亦 可 应 用 。 但 是 ,Doty、 McGill 和 Rice" 用 


4 


在 取得 扩散 系数 的 可 千 数 值 时 所 遇 到 的 困难 促使 我 们 将 沉降 


1 


= a g mwa 4 
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B 值 从 分 子 量 为 8x 10° 时 的 2.56 到 分 子 量 为 8X10s 时 的 3.29 
的 改变 来 解释 他 们 对 不 同 超声 波 碎片 同系 物 所 测 的 粘度 、 沉 降 系 
数 和 光 散 射 的 结果 ,因此 指出 了 轴 比 是 随 着 分 子 量 而 改变 的 。 虽 然 “， 
如 此 ,应 用 这 个 方程 式 以 计算 大 部 分 的 分 子 量 时 都 采用 2.6 x 10° 
作为 B 值 ,这 个 B 值 是 假定 核酸 盐 离 子 是 保持 葬 证 千 曲 的 。 但是， 
核酸 盐 离 子 是 否 一 定 会 具有 如 此 足够 柔软 的 程度 以 致 可 以 采用 这 
个 构 型 是 非常 可 疑 的 ， 而 这 个 方程 式 在 核酸 方面 的 应 用 不 能 认为 
是 一 个 完全 严格 的 方法 。 应 用 这 个 方程 式 计算 而 得 的 不 同样 品 的 
分 子 量 数值 是 在 6 ~12 x10s 之 间 5310%32s81 (参看 表 11) 。 最 广泛 的 
结果 是 Butler 、Laurence、Robins 和 Shooter 研究 所 得 到 的 ,其 ， 
HH YE BEM, FE 8.5~10 x 10° 之 间 。Mathieson 和 Porter? 应 
FH UE AO 4 A EE eT FE A ESL SS) 


数据 代入 Peterlin ”方程 式 亦 计算 出 分 子 量 。 这 样 算出 的 分 子 | 
” 量 不 是 1.5x1I10" 就 是 4.5X10', 这 与 假定 核酸 盐 大 分 子 离子 是 


刚性 的 抑或 是 柔软 的 有 关 。 用 这 些 方法 所 测 得 的 分 子 量 数 值 摘录 :| 
在 表 11 中 。 4 
AB EEA CREASE SAT I] fl 2 泛 数据 是 从 深 
液 的 光 散 射 测定 得 到 的 。 带 有 电荷 的 聚合 物 所 产生 的 光 散 射 与 大 
分 子 离子 问 的 静电 斥 力 有 关 ， 写 影响 到 散射 光 的 强度 和 角度 的 分 
当 外 推 到 无 限 稀释 和 对 加 有 电解 质 的 次 液 进行 测定 时 , 直 
聚合 物 上 带 有 电荷 所 造成 的 解释 上 的 困难 大 部 分 都 能 够 被 6% 
i oDoty 和 Bunce! 对 股 氧 皮 糖 核酸 钠 沙 液 的 光 散 射 测 定 的 准确 
度 估计 在 12% , iii Sadron, Pouyet 和 Vendrely®” 的 全 证 则 为 
+15%, Doty 和 Sadron 及 其 同 工 者 介 将 Oster WAR Smith — 
和 Shoffer'* fy 7 Fe A ~ Med DLC, AR NB 
SEA AE AB +P BY HSE SI BE AY Oe SPN vy AS] lS I DG ee a Se 
12 #113 +, 4212 h45- Pony =A Doty #1 Bunce! jy 
用 Tennet 和 Vilbrandt™ pr yugeny Lear Atay #8 dm i 0.160 3} 
算出 来 的 ; 其 后 Reichmann , Rice, Thomas 和 Doty" 双 对 一 个 
更 好 的 核酸 制品 测定 其 比 折 射 率 的 增加 值 , 其 数值 为 0.188。 他 们 
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表 芋 从 沉降 系数 (S)、 扩 散 系 数 (D) 和 特 星 粘 数 [ 败 测 定 


yt ACRE AER SAAR AE A 
— & 源 | 制备 方法 | 测定 方法 | x10 | 参考 文献 
小 牛 胸腺 酶 促 水 解法 “| S° RD 6 16~19,25 
ADE a 去 污 剂 法 @@ | So 及 也 * 5 14,17,24 
Haemophilus influenzae | 未 注 明 S° 及 也 15 21 
A aR Signer 法 四 | 8° R[n] 8.5 10 
AF DAR “| 酶 促 水 解法 @ | 8 及 [由 | 6.6;10.5 | 33 
小 牛 胸腺 去 污 剂 法 @ | 8" 及 [四 | 9.4;1.6 | 33 
小 牛 胸腺 氧 仿 法 @ S° 及 [ny] 2.2 32 
. ‘ a 8.5;9.0;9.53]] ， 
EWR | RED se Rofo oe} 33 
和 | Wahl eet | 8° & Cn) 26 20 
* 未 外 推 到 无 限 稀释 


@ Butler, J. A. V., Conway, B. E. 和 James, D. W. F. Trans. Faraday 
Soc. 1954, 50, 612 页 
@ Kay, E. R. M., Simmons, N. $. 和 Dounce, A. L. J. Amer. Chem. Soc. 
”1952,74, 1724 页 


H. fn Signer, R. Helv. chim. acta 1950, 33, 1521 页 
® Gulland, J. M., Jordan, D. O. 和 Threlfall, C. J. J.chem. Soc. 1947, 
1129 页 


BA TEE a at Doty 和 Bunce eR WF Wa KB 


分 的 测定 都 采用 0.188 这 个 数值 ,虽然 Cavalieri, Rosoff #1 Rosen- 
berg 全 应 用 了 0.191 Wy Belli, TARA BE AS AY Be fifi 0.201 ok 
Ut mere 

: RT AERA 11x 10° 19, DLR EE DBO 
RUT aR EBC, IA Bg A A 
 PMWAMD ATMO AB AEM TE 5.8 ~7.7 x 10° 的 范围 
上 .肉色 zal (F332 12) 。 从 上 面 所 提 到 的 方法 的 准确 度 的 估计 , 不 能 期 
BGA ( 光 散 射 法 ) 所 测 得 的 分 子 量 得 到 一 个 比较 狭小 的 范 
上 转 。 表 了 中 所 烈 的 分 子 量 的 高 数值 锡 为 低 分 子 量 数值 的 二 伴 'm， 
上 因此 合 腾 断 地 认为 这 很 可 能 是 由 于 大 分 子 聚 集成 二 聚 体 的 各 
#87, (822, Butler , Laurence, Robins 和 Shooter™ 全 指出 在 测 


@® Signer, R. #7 Schwander, H. Helv. chim. acta 1949, 32, 853 页 ; Schwander, : 
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表 12 NRA AAA REA 


PAHS AER SE: Ao 

制 备 方法 和 样品 号 三 Mx10-6 Bo F# KR 
氯仿 法 4.4 39 
氯仿 法 (Gulland 制备 物 ) (4.0), 3.5 (36), 29 
Signer } (SVII) (6.7), 5.9 (36), 29 
Signer 法 (Doty 制备 物 ) (4.0), 3.5 (36), 29 
Signer 法 (Doty 制备 物 ) af 40, 41 
去 污 剂 法 (SBD) 5.85 42, 29° 
去 洁 剂 法 (SCI) 6.6 : 42 
Signer 法 (VDJ) 6.85 二 42, 29 “ 
375 Fz (SBIL) 8.9. cam 42 
去 污 剂 法 (Dounce 制备 物 ) 4.7 29 
Charga 人 在 法 〇 4.65 29 
Signer 法 (Brown 制备 物 ) 由 43 
氯仿 法 (Rowen 制备 物 ) .5 i 
Signer #: (Katz 制备 物 ) 8.0 46 
Signer #: (CV 49) 4.6 37,47~49 
Signer # (SVITI) 6.0 37 ,47~49 
O. R. M.*(OV3) 1.9 49 
Signer #: (OV 42) 4.0 37,47~49 
Signer 3: (SV) 6.0 |) 87.4749 
Signer 法 (SXIT) peng as 49, 50 
去 活 剂 法 (CV9) 15.0 87,47~49 “ 
Signer 法 (CV5) | 16.5 37,47~49 
Signer % (SX) 3.8 49, 50 
Signer 3k (169; OV69; OV71) 6.0 | 87, 48 
Signer 3: (OV62; CV64) 13.0 87, 48 
Signer 3: (162) 14.0 87, 48 
未 注 明 3.0, 3.3; 4.0,17 | 2 
去 污 剂 法 7.4 | 12 Be 
氧 仿 法 4.4, 7.3 58 sz 


* 尘 国 Strasbourg 地 方 的 Centre de Recherches sur les Macromolecules 
研究 室 制备 的 ,未 注 明 确实 的 方法 
@ Chargaff, EB. 和 Zamenhof, 8. J. biol. Chem. 1948 ,173, 327 页 
定 光 散 射 前 洲 液 的 初步 澄清 的 有 效 程度 对 溶液 的 淡 度 有 极 灵 敏 的 
Wo 因此 0.1% 的 洲 液 沟 20000 g 转 离 18 小 时 后 所 得 Hor 国 
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— 13 CREWE ARMIES Bae 
”” 酸 纳 的 不 同 制品 所 得 的 分 子 量 
SE See tl @ Fr 法 Mx 10-6 Boe RR 
Kite - FARE 7.0 | 51 
ss Arbacia liaula Chargaff :@ 2.3 43 
KBr Oharga 企 法 OO — 9.1 43 
篇 型 烙 核 杆菌 Charga 存 法 @ 14.4 43 
hae Signer 法 6.0 52 
ie RS Mirsky 法 6.0 37 ,48 
WS AT BR Signer 3: (OV51) 11.6 37 ,48,49 
WS AC MER Signer 法 (CV78) 15.0 37,48 
XS AC MRK -| ARERR 4.2 53 
肺 失 球菌 未 注 明 i 53 


@ Chargaff, E., Lipshitz, R. 和 Green, C. J. biol. Chem. 1952, 195, 155 页 ; 
Gandelman, B., Zamenhof, 8. 和 Chargaff, E. Biochim. biophys. Acta 
1952, 9, 399 页 ; Chargaff, E., Zamenhof, 8., Brawerman, G. #7 Kerin, 
L. J. Amer. chem. Soc. 1950, 72,3825 页 ; Zamenhof, S., Brawerman, G. 
和 Chargaff, E. Biochim. biophys. Acta 1952, 9, 402 A; Snellman, O. 和 
Widsirém, G. Arkiv. Kemi Min. Geol.1945, 19A, No. 31 


” 量 大 于 20 10°; 4H An FARE AUER AEH 0.04% BOS WEBEAT IS 


os, GWOT 8x10°”, ARS AM AA 


| FRECHE. SEA ESE Rh oh BB 


 AEFEARREMIVRE HOC BORE RB. WISE SERRE AD 
| 度 和 溶液 的 制备 方法 进行 详 和 检查 才能 对 高 分 子 量 数值 作 任何 考 
iho 

对 同样 样品 用 不 同方 法 测 得 的 分 子 量 数值 很 少 作 过 上 比较。 但 
是 这 样 的 比较 是 必要 的 ， 进 行 时 不 但 要 适当 地 注意 到 某 一 特殊 方 
时 法 所 产生 的 平均 分 子 量 的 类 型 ， 而 且 还 要 注意 到 这 个 方法 对 分 子 
形状 所 发 生 的 改变 的 灵敏 度 以 及 在 所 用 的 方程 式 中 的 其 他 假定 所 
| 莉 出 的 意义 。 将 沉降 系数 和 扩散 系数 合并 代 太 方程 式 后 所 求 得 的 
在 均 分 子 量 接近 于 2*- 均 分 子 量 , 但 不 等 于 2z- 均 分 子 量 ,而 由 沉降 系 
电 数 和 特性 粘 数 合并 代入 方程 式 后 所 求 得 的 平均 分 子 量 接近 于 重 均 


出 不是 觅 氧 友 糖 核酸 ,因此 应 该 是 臭 正 的 杂质 ,并 且 这 种 杂质 的 存 “一 
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分 子 量 。 一 般 来 讲 ， 用 光 散 射 法 求 得 的 分 子 量 为 重 均 分子量， (AE 
ZYSDFRWD HER” (参看 下 面 ) 。 

Butler, Laurence, Robins 和 Shooter 全 对 用 光 散 射 法 以 
及 从 沉降 系数 和 特性 粘 数 方法 所 测 得 的 分 子 量 作 一 直接 比较 。 这 
个 比较 亦 可 从 Doty, McGill 和 Rice? Xf By BERET Fel AMD 
得 的 数据 来 进行 ， 其 结果 列 在 表 14 中 。 


3214 用 光 和 散射 法 (Mz) 以 及 用 沉降 系数 和 特 隆 烙 数 (Ms ,) 测 
得 的 数 种 小 牛 胸腺 脱氧 核糖 杷 酸 催 样品 的 分 子 量 


Soo [n]x10-8 
Svedberg c.g. 8. Mzg,,X10-6 | M;x10-4 
”单位 单位 


sss SS 


27 
25 
28 
22 
25 
23 


PE 


3 用 超声 波 处 理 的 时 间 ( 分 ) 


用 这 两 种 方法 计算 分 子 量 所 产生 的 差异 是 因为 光 散 射 的 原理 
不 适用 于 很 长 的 棒状 分 子 的 分 子 量 的 计算 ， 以 及 不 均 二 性 对 这 两 旺 
-种 测定 方法 所 产生 的 影响 呈 。 但 是 Doty5al 48 Ht Ae Mandelkern, © 
下 rigbaum Scheraga 和 Flory 方程 式 中 不 均一 性 系数 在 M,/ M, 
SKA AEF) 5 MPL RRA, SU 
作 光 散射 研究 时 常 假 定 M,: Mo: M, =8:2:1, 因为 这 样 可 以 避 邵 ， 
在 很 小 的 散射 角 处 进行 测定 的 需要 ;这 种 测定 如 果 不 是 不 可 能 的 “ 
fe, IPZEIE TS ERY, Doty® 便 证 明 要 使 用 光 散 射 法 测 得 的 分 子 
量 数值 提高 到 用 粘度 和 沉降 系数 计算 得 到 的 数值 ， 就 需要 有 一 个 
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D M./MAF S OREAMDF BRD. BR Schachman’™” fhe 
M,,/M, 的 比值 为 3:1, 但 是 这 个 比值 还 没有 用 实验 测定 过 。 间 接 
的 证 据 可 以 从 酸 对 觅 氧 成 糖 核酸 盐 离 子 形状 的 影响 的 研究 而 得 
BI, 在 酸性 溶液 中 核酸 盐 离 子 的 大 小 与 在 中 性 溶液 中 比较 时 
| WME, (EDFA At. Doty 对 这 个 千 果 的 解释 
认为 是 ， 表 示 M./M, 的 比值 不 会 离开 2 太 远 ， 而 且 肯 定 不 会 大 
ey 6; 

这 两 种 诈 算 分 子 量 的 方法 间 的 差异 很 可 能 是 由 于 在 Man- 
 delkern,Krigbaum Scheraga 和 Flory 方程 式 中 所 假定 的 流体 力 


学 模型 与 腊 氧 成 糖 核酸 盐 离子 流体 力学 模型 的 不 同 所 造 残 的 。 显 


然 需 要 进一步 研究 样品 在 无 限 稀 霖 时 的 不 均一 性 ON PS Ts ae PP AS 
驶 ， 否 则 就 必须 对 用 化 学 方法 或 物理 方法 所 得 到 的 更 精 竹 的 分 疾 
分 离 的 航 分 进行 研究 。 3 

很 少 采 用 过 其 他 测定 核酸 分 子 量 的 方法 ， 事 实 上 其 他 方法 也 


_ 极 少 。 但 是 , Fluke Drew 和 Pollard®” 用 2MeV 电子 和 3.8MeV | 


和 所 对 击 一 个 肺炎 球菌 的 遗传 转移 物质 的 胎 氧 成 糖 核酸 样品 后 ， 分 
析 其 剩余 的 活力 ， 便 测 得 其 分 子 量 为 6X10 。Mathieson 和 Por- 
ter?” 亦 合 从 特性 粘 数 和 旋转 扩散 (rotary diffusion) 常数 的 测定 
计算 出 小 牛 胸腺 腊 氧 核糖 核酸 盐 的 分 子 量 为 83X10 。 


总 而 言 之 , WOR, 有 相当 完善 的 证 据 表明 , 用 光 散 射 


法 测 得 的 小 牛 胸腺 脱氧 核 精 核 酸 钠 的 良好 制品 的 重 均 分 子 量 是 在 
6~8x10? 之 间 。 制 品 之 所 以 有 较 低 的 分 子 量 可 能 是 因为 在 制备 
过 程 中 发 生 了 降解 。 对 其 他 租 答 中 的 腊 氧 友 糖 核酸 盐 离 子 的 分 子 


上 量 没有 进行 过 足够 的 测定 , 因此 还 不 能 得 到 同样 的 精 论 。 肯 定 地 ， 


上 还 没有 足够 的 证 据 足 以 支持 Sadron, Pouyet 和 Vendrely*” Bri 
上 为 的 .所 有 生物 钥 积 中 的 腊 氧 友 糖 核酸 都 具有 同样 分 子 量 的 论点 。 
上 这 样 的 假 疏 不 但 需要 分 子 量 应 读 是 相同 的 证 据 ， 而 且 也 需要 分 子 
| 量 分 布 是 相同 的 证 据 。 需要 再 提 一 下 , 核酸 的 物理 不 均一 性 可 能 
对 壮 传 具有 芙 正 的 意义 (参看 第 三 章 ) ， 而 只 有 用 物理 或 化 学 方法 
进行 分 级 分 离 后 所 得 的 类 似 的 航 分 的 分 子 量 才 能 加 以 比较 。 


oo, = JS 


— = 
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PETC GES DC BE RA FS 


现在 所 公认 的 Watson-Orick Hy ita eRe (BS 
看 第 九 章 ,170 页 ) A/D FEAR, AE EAC I TS A 
抑或 是 了 B 型 ， 核 昔 酸 间 的 距离 不 是 2.6A, 就 是 3.3A, 而 分 子 的 
直径 旭 为 18A。 如 果 假 定 在 溶液 中 Watson-Crick 模型 仍 保持 不 


变 , 并 将 觅 氧 友 糖 核酸 盐 的 分 子 量 当 作 TX10°, BETA 


子 的 长 度 狗 为 30,000A。 虽然 当 与 合成 的 多 聚 电解 质 的 刚性 比 
较 时 ， 在 双 螺 旋 和 结构 中 核 昔 酸 间 的 氨 键 能 够 大 大 地 载 加 大 分 子 离 
子 的 刚性 ,但 从 可 能 产生 的 极 大 轴 比 来 看 ,这 个 大 分 子 在 溶液 中 不 
象 会 保持 完全 笔直 和 坚硬 的 8 。 

从 许多 不 同 的 实验 技术 ,包括 流动 双 折 射 .粘度 和 光 散 射 以 及 
比较 少 用 的 沉降 等 测定 的 应 用 ， 信 获得 了 膀 氧 友 粮 核酸 盐 离 子 在 
中 性 溶液 中 的 形状 和 大 小 的 知 蕊 。 这 些 测定 车 果 的 解释 可 以 分 为 
Bs, 首先 是 测定 大 分 子 离子 的 一 般 形 状 , 其 次 是 在 假定 二 个 特 
种 流体 力学 模型 的 基础 上 测定 其 大 小 。 最 通常 假定 的 模型 是 刚性 
棒 和 和 芋 计 知 曲 。 由 于 制品 的 不 均一 性 未 搞 清楚 以 及 随 之 而 来 的 实 
输 数 据 的 分 析 不 能 肯定 ,因此 对 结果 的 解释 也 产生 了 困难 。 

Signer, Oaspersson 和 Hammarsten"™ 首先 从 流动 双 折 射 和 


粘度 的 测定 测 得 了 溶液 中 腊 氧 皮 糖 核酸 盐 离 子 的 轴 比 的 数值 为 | : 


800, Tennent 和 Vilbrandt™, Oecil 和 Ogston"! 以 及 Kahler®! 
EAD RBA UCM FBC GE RGAE TE RELE (frictional ratio), 


A ave AK Perrin" Fy FAR 3} 4 Hh AB. SER 品 
押 得 的 轴 比 数值 分 别 为 120、170~400 和 284. ate By DL A 


Fs HI UC FBC. HE PE HG eA FE RY Sens 应 用 Mandelkern, 
Krigbaum, Scheraga 和 Flory 方程 式 外 (参看 189 页 ) 来 计算 。 前 

面 \189 页 ) BHD, bat Hh AY Hy Br B Pipers 
Peacocke 和 Schachman™® 应 用 Scheraga 和 Mandelkern™ Dri 
RI 6 aR, 4S DSF He AS Le J 9 a Be A 
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F800, sm SR IRS JE PU HY, TERY AY USS 


AUSF AHA, Mathieson 和 Matty 应 用 计算 刚性 
棒 的 Simha 方程 式 和 ， 人 从 特性 粘 数 计 算出 数值 为 4416 AY aah De 

值 。Goldqstein 和 Reichmann! 从 流动 双 折 射 测定 所 得 到 的 旋转 
扩散 系数 并 应 用 Perrin” 方程 式 计 算出 三 种 高 分 子 量 的 制品 的 
EG, FB WA 854 ~ 755, 上 面 所 述 的 从 含有 和 氯 化 钠 (通常 

0.2741) 的 中 性 溶液 中 所 得 的 腊 氧 成 糖 核酸 钠 的 轴 比 值 都 有 不 可 忽 
现 的 钳 讽 ， 因 为 这 个 轴 比 值 对 所 测定 的 实验 次 数 是 非常 敏感 的 。 
虽然 从 几 种 计算 的 方法 所 测 得 的 数值 都 在 几 百 这 一 数量 级 ， 但 它 
人们 都 受到 了 批评 ， 即 不 是 假定 了 一 个 刚性 棒 模 型 就 是 在 计算 时 应 
-用 了 于 燥 分 子 的 分 子 体 积 。Reichmann .Rice Thomas 和 Doty? 
人 对 这 两 个 假定 加 以 批评 ， 因 为 刚性 棒 模 型 不 能 产生 对 觅 毛皮 糖 
AZALI MLE BN WIIG AT LUE (scattering envelope) , 并 且 核 酸 盐 


FEV PARMAR TE. KEEPER UA Be A BE in HE a, 


含有 a ee 圆 体 ,其 所 含 洲 剂 
的 体积 鹊 为 核酸 盐 离 子 的 10° 倍 。 这 样 的 一 个 能 产生 所 观察 到 的 
旋转 扩散 党 数值 的 模型 的 轴 比 鞠 为 10, 这 个 数值 要 比 上 面 所 提 到 
的 要 小 得 多 。 
核酸 盐 离 子 在 溶液 中 的 构 型 的 大 量 数据 是 用 光 散 射 法 的 测定 


获得 的 。 但 是 ,解释 散射 光 分 布 角度 的 数据 是 不 容易 的 ,而 且 需 要 
作 关 于 溶液 的 不 均一 性 和 适宜 的 流体 力学 模型 的 本 质 的 假定 。 
OoOster” 用 刚性 棒 模 型 来 解释 他 的 实验 结果， 而 Smith 和 Shef- 


fer’) 认为 用 和 统计 答 曲 模型 来 解释 更 能 与 他 们 所 得 到 的 数据 相 
”符合 。 Doty 和 Bunce?” 则 考虑 到 各 种 可 能 的 模型 ， 包 括 带 少 
数 支 链 的 多 核 音 酸 或 交 联 的 多 核 背 酸 。Reichmann、Varin 和 
Doty’, Reichmann 、Rice、Thomas 和 Doty” 以 及 Rowen ”等 
的 比较 深 大 的 光 散 射 研究 的 数据 普 台 地 指出 在 溶液 中 的 有 氧 友 糖 
核酸 盐 离 子 的 形状 斌 不 接近 于 刚性 棒 , 也 不 接近 于 往 奸 湖 曲 ,而 它 
的 行为 却 在 这 两 个 极端 之 问 。 这 种 中 间 的 构 型 Rowen” rps 
是 为 略为 对 软 的 棒 ， 而 Reichmann, Rice. Thomas 和 Doty” 则 称 
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之 为 硬 的 知 曲 。 从 下 面 的 讨论 中 似乎 可 以 认为 对 核酸 盐 离 子 在 深 
液 中 的 行为 的 后 一 个 描述 更 为 可 靠 。 

在 表 1520" 中 列 出 了 三 种 高 分 子 量 聚合 物 制品 分 子 的 大 小 。 
均 方 牛 径 (radius of gyration) ， 序 大 分 子 的 每 个 片段 的 重量 与 其 
从 重心 处 的 距离 的 平方 乘积 之 和 , 全 从 用 光 散 射 数据 所 作 的 
Zimm PAP EASE. 这些 数 量 值 在 表 匡 中 用 RB, Sem, TIX 
三 个 样品 的 数量 值 均 在 2000 A 数量 级 。 因 此 表示 了 这 些 离子 的 
重量 是 非常 大 的 ， 而 且 它们 是 高 度 伸展 的 。 全 部 交互 的 散射 雪 迹 


(complete reciprocal scattering envelope) (BAA 43) 的 形状 与 | 


散射 的 粒子 的 形状 有 关 , 而 且 也 与 分 子 量 的 分 布 (参看 下 面 ) 有 关 ， — 
虽然 其 关系 比较 少 。Reichbmann、Rice、Thomas 和 Doty? 认为 
对 简单 的 流体 力学 模型 来 讲 ， 与 观察 到 的 光 散 身 轨 迹 最 相 一 致 的 “ 
是 一 个 自由 短 曲 。 LHisenberg®” 从 稀 深 液 粘 度 测定 的 结果 亦 得 到 


_ 同样 的 车 论 。 表 15 中 的 均 方 未 端 距 (root-mean-square-end- -to-end — 


distance) \/ R? 是 以 这 个 原理 为 根据 ,利用 光 散 射 的 数据 计算 出 来 

的 。 这 个 数量 值 是 - 均 大 小 值 , 亦 即 相当 于 拓 均 分 子 量 的 分 子平 ” 

均 大 小 ,这 个 数值 比 表 15 中 所 列 的 重 均 分 子 量 要 大 些 。 
表 15 中 的 最 后 一 行 的 末端 平均 距 By ZAM MDA 的 


才 15 小 牛 胸腺 胸 氧 核糖 极 酸 钠 制品 的 分 子 常数 及 分 子 大 小 


制备 方法 和 
FE in Ba 


Se a career Pte ea 


Signer 法 (8VIII) | 5.90 | 5400 
Signer 法 (VD) 6.85 | 5030 
去 污 剂 法 (SBI) 5.85 | 4950 


M= 光 散 射 法 测定 的 苍 子 量 2 一 旋 坟 扩散 柔 数 
VP = SRAM AT = 2 一 从 0 所 得 的 主 埔 长 度 
VRE =e Co] = BY 1 yy RS Hy ER 
也 一 大 分 子 外形 的 长 度 ， 假 定 每 Rey = RESIS pe 
二 个 核 背 酸 为 3.3 人 Be 
(摘自 M.-E. Reichmann, S. A. Rice, O. A. Thomas 和 P. Doty: 
J. Amer. chem. Soc. 1954, 76, 3048 =) 
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机 用 Flory Fil Hox Fife 计算 出 来 的 291 。 


量 的 分 布 范围 并 不 大 到 足以 引起 显著 的 误差 。 所 得 到 的 数值 与 用 
光 散 射 法 测 得 的 W 柬 相当 符合 。 

FERS 巧 中 亦 烈 出 了 旋转 扩散 系数 以 及 从 旋转 扩散 系数 所 许 
”算出 来 的 主轴 轴 长 。 这 些 数值 是 由 Goldstein 和 Reichmann'™ 测 


”假定 为 干 分 子 的 体积 。 Schwander 和 Oerfteal 起 先 亦 人 作 过 同样 
| 的 计算 。 他 们 所 得 到 的 旋转 扩散 系数 为 86.6 H+, Schwander™ 


43 8000 A, Mathieson 和 Mattykeal 假定 分 子 为 刚性 棒 模 型 ， 亦 
| 人 委 从 旋转 扩散 系数 和 特性 粘 数 计算 出 主轴 轴 长 的 数值 为 9360A。 
虽然 可 以 预料 到 Goldstein 和 Reichmann 所 得 到 的 守 主 轴 轴 长 c 
的 数值 ( 表 15) GV BR? 的 数值 非常 接近 ， 因 为 这 两 个 数量 值 都 与 
均 方 牢 径 有 同样 的 关系 ， 但 是 这 两 个 轴 长 的 符合 彼 认 为 是 偶然 
的 5， 因为 在 这 两 个 计算 中 所 假定 的 流体 力学 模型 是 不 同 的 。 定 
主轴 的 轴 长 是 在 假定 分 子 为 刚性 棒 ( 具 有 很 大 轴 比 的 顶 圆 体 ) 的 情 
驶 下 计算 出 来 的 ， 而 /更 是 根据 分 子 为 自由 瞪 曲 计算 出 来 的 。 

和 象 已 痉 指 出 的 ， 全 部 交互 的 散射 轨迹 形状 非常 接近 于 自由 


ry oe RCEOR 可 由 自由 着 曲 分 子 的 大 小 和 分 子 量 
的 过 分 不 均一 性 所 引起 ， 或 由 具有 获 凑 的 分 子 量 分 布 的 自由 答 曲 
。 分 子 的 刚性 所 引起 。 如 果 试图 用 寅 的 分 子 量 分 布 范围 来 解释 这 个 


， 偏差 , 则 需要 非常 高 的 数值 Ms。/ Muv=2 和 Muw/M1,=6 来 描述 这 个 


上 不 均一 性 2 。 如 果 假 定 有 比较 小 的 分 子 量 分 布 范 围 存 在 , & 
上 Jo/ 一 2， 则 可 以 计算 出 有 人 牛 数 久 上 的 粒子 太 硬 , 以 致 不 能 折 沈 
电 成 自由 知 曲 的 形状 。 

代 有 人 企图 在 理论 上 来 处 理 这 个 刚性 答 曲 的 问题 。Peter- 
国 linca~ral 篆 发 展 了 一 个 理论 ,认为 分 子 的 形状 与 知 曲 的 刚性 关系 
| 可 用 一 个 参数 ， 即 所 请 的 长度 不 变 ? 或 "Porod ,单位 (persistancs 


方程 式 是 以 自由 具 曲 的 流体 力学 模型 为 根据 的 ， prep | 


ERATE RIS RHETT AMAA , AME FAR 


假定 分 子 的 直径 为 10.2, Wee A OSM A 


四 卷曲 的 散射 吉 迹 形状 ， 但 不 与 之 完全 相同 。 但 是 ， 交 互 散射 加 
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图 43 76 0.2M 毛 化 钠 溶液 中 的 脱氧 核糖 核酸 的 光 散 射 数据 
(M. E. Reichmann, 8. A. Rice, C. A. Thomas 和 卫 . Doty: J. Amer. 
chem. Soc. 1954, 76, 3050 页 ) 


length 或 Porod' unit) RBt81, 3x7‘ Porod’ 单位 是 在 二 和 根 无 限 二 
长 的 线 的 一 端 切线 (tangent) 处 的 投影 的 平 欧 值 。 在 采用 了 
Kratky 和 Porod'™ 的 “ 昕 是 状 ? 链 模型 后 , Peterlin 戌 功 地 将 交互 

的 若 射 轨 杰 中 的 曲 攻 向 下 谢 曲 的 程度 与 代表 天 芬 隆 离子 的 
上 orod 单位 的 数目 和 长 度 联系 起 来 。 而 且 在 一 个 已 知 分 于 最 
(M,,) 的 样品 的 人 Porod， 单位 的 数目 已 沟 测 定 后 ， 每 单位 长 度 的 重 
dt M/L Bp A In CLE ~Peterlin cral 和 Doty" AYE IX 7S HE AS 
分析 了 光 散 射 的 数据 。 Doty 应 用 了 Rice 和 Doty" Ay SCR fe Ie 
后 便 指出 ， 若 用 100 的 数值 作为 核酸 盐 离子 的 “Porod 章 位 的 数 
值 ， 光 散射 轨迹 图 可 以 与 从 Peterlin 的 理论 所 计算 出 来 的 曲 号 紧 
窗 地 接近 起 来 。 此 时 所 得 的 “Porod' 单位 长 度 为 500A ,这 就 使 得 


溶液 中 股 氧 皮 糖 核酸 钠 的 耸 子 构 型 201. 


M/L 的 每 个 人 为 230 分 子 量 单 位 。 这 个 数值 可 以 很 便利 地 与 
ULWatson-Orick 模型 所 需要 的 数值 200 相 比 较 , 并 且 可 以 支持 这 样 
的 论点 ， 即 在 交互 雪 迹 图 中 所 观察 到 的 弯曲 是 由 具有 狭 窗 分 子 量 
分 布 的 链 与 高 度 扩张 的 链 所 引起 ， 而 不 是 由 极度 广 问 分子量 分 布 
所 引起 的 。 Porod' 单位 的 长 度 500 A 表示 分 子 的 知 曲 是 非常 少 
的 ,这 与 刚性 自由 耸 曲 的 模型 相符 合 
与 溶液 中 腹 氧 友 精 枝 酸 盐 离 子 的 情 确 流体 力学 模型 有 很 大 关 
。 系 的 问题 是 离子 的 柔性 。 人 所 熟知 , 改变 离子 的 环境 可 以 使 溶液 
”中 的 自由 答 曲 的 合成 的 多 聚 电 解 质 分 子 的 形状 发 坐 显著 的 改变 。 
如 果 腹 氧 友 糖 核酸 盐 离 子 的 性 质 类 似 和 柔性 的 链 ， 则 可 以 完全 预料 
”到 同样 的 形状 改变 ( 象 在 粘度 .流动 双 折射 和 光 散 射 的 测定 中 所 揭 
示 的 ) 会 在 改变 溶液 中 的 离子 环境 时 产生 。 但 是 ,如 果 在 溶液 中 仍 
存在 有 以 氨 键 过 接 的 双 螺 旋 烙 构 ， 则 与 合成 的 多 聚 离子 或 单独 的 
多 核 背 酸 链 相 比 时 , 亦 可 以 预料 到 ,在 溶液 中 的 核酸 盐 大 分 子 离子 
会 出 现 极 大 的 硬化 。 这 
无 外 加 电解 质 的 腊 氧 成 糖 核酸 钠 溶 液 的 粘度 和 流动 双 折射 的 
测定 不 能 加 以 重复 (BA Sadron™ 的 报告 ) 。 这 种 重复 性 缺乏 
的 原因 是 由 于 核酸 盐 离 子 的 变性 (参看 第 十 一 章 ) 。 这 种 变性 因 温 
， 度 的 增高 而 加 快 , 但 也 能 因 电解 质 的 存在 而 受到 阻碍 或 抑制 。 但 
是 , 最 近 Kurucsevra 将 粘度 -时 间 的 曲 淮 外 推 到 时 间 为 雳 时 ， 能 
够 重复 地 得 到 极 稀 的 股 氧 友 糖 核酸 钠 水 溶液 的 起 始 时 的 粘度 值 。 
这 些 粘度 值 是 指 变性 的 核酸 盐 离 子 的 粘度 值 ,而 不 是 指 天 然 的 、 未 
变性 的 核酸 盐 离 子 的 粘度 值 。 因 为 在 没有 电解 质 存在 的 溶液 中 进 
行 各 种 测定 有 一 定 的 困难 ， 因 此 常 将 在 极 稀 的 氧化 钠 溶液 (大 狗 
4 x L074) 中 的 溶液 性 质 与 在 较 溃 电解 质 洲 液 中 的 溶液 性 质 加 以 
比较 。 中 性 的 股 氧 友 糖 核酸 钠 在 水 中 或 在 稀 电 解 质 溶液 中 的 粘度 
非常 高 , 而 且 表 现 出 与 剪 力 的 速率 有 很 大 的 关系 ( 非 牛顿 粘度 ) 。 
如果 将 电解 质 加 太 到 溶液 中 , 则 会 使 粘度 显著 下 降 wr~aon ， 这 种 显 
| SER ERR 为 是 由 于 腊 氧 友 糖 核酸 盐 的 可 敌 解 聚 所 引 
起 的 。 但 是 ,用 酸 - 碱 涌 定 在 水 中 和 在 1 电解 质 洲 液 中 的 核酸 盐 
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的 结果 上 号: 表示 ,没有 酸性 和 大 性 基 团 释 出 ， 同 时 也 表示 以 氨 键 如 和 
Bey key AY BIBER eC Te RN SOR 
EXFARGIoT se, PRKERBREBTOBR™ ., BAR 
Hy RE BAB ICY, Jordan's” 36 jF eA we re eR A 
似 性 ， 将 这 个 粘度 的 下 降 归 因 于 在 加 大 氧化 钠 时 使 天 分 子 离子 的 
不 对 称 性 减低 。 但 是 ,在 剪 力 为 雾 时 的 特性 粘 数 指出 ， 特 性 粘 数 
随 离 子 强 度 所 发 生 的 变化 很 小 ( 见 下 面 ) ， 这 一 精 果 使 Oonway 和 
Butler27s3 以 及 Butler 、Oonway 和 James" 断定 股 氧 皮 糖 核酸 ， 
钠 在 水 中 的 高 粘度 主要 是 由 于 分 子 间 静电 作用 所 引起 的 。 因 而 加 
入 电解 质 时 的 粘度 显著 下 降 是 由 于 这 种 相互 作用 减弱 的 缘故 。 
一 些 研究 工作 者 测定 了 离子 强度 对 特性 粘 数 的 影响 ， 这 个 特 

性 粘 数 是 从 剪 力 为 雳 时 所 测 得 的 粘 度 计 算出 来 的 ， 但 所 得 的 结 

有 果 有 些 矛 盾 。 Pouyet ” ，Conway 和 Butler271，Butler、Oonway 

和 James ” Dik. Hisenberg®” 根据 他 们 测定 的 糙 果 , 断定 To/e 

Wh AEA Ta] HEL FE JG be BE A ERS YR UR RET PE BY Be BE AY DL HE 
BS PEMSEREAS MM Bik. MBP ER, 这 些 5 
研究 工作 者 断定 特性 粘 数 与 电解 质 滤 度 无 关 ; A Ie 
盐 离 子 不 是 柔软 的 ,而 是 刚 硬 的 。 但是, Jordan 和 Porter?®3) 与 4 
Cavalieri, Rosoff #1 Rosenberg™” 等 在 稍 低 溃 度 的 溶液 种 所 作 的 
妊 普 研究 指出 ， 特 性 粘 数 和 氧化 钠 波 度 之 间 有 一 定 的 变化 关系 。 
Jordan 和 Porter 的 实验 数 据 见 图 侍 。 因此 这 些 和 结果 指出 , 核酸 
、 盐 离 子 的 大 小 是 受 电解 质 旗 度 的 影响 而 有 轻微 的 改变 ， 因 而 具有 
一 定 程 度 的 柔性 。Jordan 和 Porter[sa 从 核酸 盐 离 子 在 4xdl0zx 
和 10 M RAL SAYS ye HH 的 特性 粘 数值 计算 出 在 这 两 种 洲 液 中 的 
核酸 盐 离 子 长 度 的 比例 ;在 应 用 Flory-Foxreal 方程 式 进 行 计 算 时 ，“ 
他 们 假定 核酸 盐 离 子 是 自由 答 曲 的 模型 , 在 应 用 Simphare 方程 式 
计算 时 , 他 们 假定 核酸 盐 离子 是 刚性 棒 模 型 。 计算 所 得 的 烙 果 型 “ 
FE#2 16, jx PoE RYE 4A ACSA UE RE 4 x 10-4 MH i 到 
4x10% M 时 ， 核酸 盐 离 子 的 长 度 收 粹 到 原来 长 度 的 四 分 之 三 去 
右 。 这 些 千 果 与 Geidusehektsel 及 Rowenrg 用 光 散 射 法 所 测 得 的 
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@ A 
@ 前 力 为 雾 时 的 粘度 
© 在 13.9 sec-! 时 的 粘度 
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=e TR a ER IE A HRA ee 
ERSTE Hy HE He a 

A. 4X10+4*M RAHA; B. 1X10-3 M Rte aa; sou 

C. 4X10-3M Ate yA; D. 1xX10-1°AM 毛 化 钠 深 波 


R16 ERA MR PARA 


PRET ARE I 
tA & 计算 比值 时 的 省 度 比 {iE 
Flory-Fox #(8 kh) 4X10-4 和 10-1M NaCl 0.82 
*Simha 法 (刚性 棒 ) 4xX10-4M 和 10-1 NaCl 0.72 


SERGE 0 #1 2X10-1M NaCl 0.66 


SO 
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千 果 相符 合 。 因此 ，Rowen 观察 到 当 氧 化 钠 的 江 度 从 雳 增加 * 到 
2x10? M 时 ， 核 酸 盐 离 子 的 最 大 长 度 从 6800 A 下 降 到 4500A， 
而 Geiduschek lJ MAE E43 (ESN HI UE BEM 0.2 M prey ey, Ay 
酸 盐 离 子 的 最 大 长 度 则 增加 狗 60 多 。 同样 的 洲 剂 变更 可 以 使 典型 
的 多 聚 电解 质 聚 甲 基 丙 烯 酸 钠 (sodium polymethacrylate) fy RE 
改变 10 倍 史 ' 吕 。 虽 然 因 为 肌 氧 友 糖 核酸 盐 离 子 在 凑 液 中 产生 一 
ye Fe BEY BS FD BBE PR OT ee FE RBS eR RE Pe OY 光 散射 
测定 的 一 些 慰 差 ， 但 是 这 许多 测定 方法 仍 有 足 够 的 一 臻 性 使 人 们 
肯定 核酸 盐 离 子 是 有 一 些 变形 的 。 

”从 放 动 双 折射 的 研究 亦 得 到 关于 肥 氧 友 糖 核酸 盐 离 子 具 有 和 邓 
EE AYiSE— Ab Senge 29-7.89~921 。Schwander 和 Cerf"! 观察 到 虽然 
旋转 扩散 常数 保持 不 变 ， 流 动 双 折 射 仍 随 着 离子 强度 的 改变 而 降 yi 
低 。8adron ” FA Pil Peet Ye RIX SE Bh EL. Schwander 
和 Cerf ” Bi 2 EA OBEY BSAA KY WL HY SEA By Be BL AT Be 


.重要 的 意义 ， 愉 测 定 的 脱氧 友 糖 核酸 钠 洲 液 的 粘度 是 由 加 甘油 


加 以 负 节 的 。 深 液 的 流动 双 折 射 可 以 由 章 人 性 粒子 在 流动 溶液 的 流 
动 线 (stream line) 上 定向 排 烈 所 引起 ; 或 由 柔性 的 自由 答 曲 分 子 


”变形 后 使 不 对 称 性 增加 ， 然 后 再 在 溶液 的 流动 败 上 产生 定向 排列 


PSH; 或 者 由 这 两 个 效应 的 粽 合 精 果 所 引起 。 这 两 种 效应 对 流 ” 
3 双 折 射 的 作用 可 以 用 改变 溶剂 粘度 的 方法 来 测定 中 。 当 二 加 深 “ 


| 剂 的 粘度 时 ，tan a(a 是 入 射 角 [extinetion angle] 和 速度 梯 雇 关 


RUSS EARS) 与 溶剂 粘度 应 成 直 态 关系 。 对 刚性 棒 来 齐 ig 
“an % 和 粘度 有 关 的 直 续 应 通过 原点 ;对 柔性 粒子 来 讲 ， RUBE DY 
有 一 个 肯定 的 交叉 点 。Schwander 和 Cerf ystems (pa 45) 4 
有 以 及 Horn, Leray, Pouyet 和 8SadronI9d 的 实验 结果 起 初 被 解 
BOOS Pa BRATS EE FAVE RP BO UME PSH HE IR, TZ 
BEA VESAU HP i Bk 2 5 3 TA A SHC DER EL 


— Ocrf!" 根据 更 广 泛 的 理论 处 理 对 这 些 实 验 千 果 重 新 作 了 解释 , 认 


为 这 个 偏离 是 由 核 酸 盐 离子 变形 所 产生 的 一 种 芙 正 糙 果 。 
* RABE Iy Bb (BH i) | 
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710 . 
45 FRA Haas REA RA RAE NY tan ao 值 
(H. Schwander 和 R. Cerf: Helv. chim. Acta 1951, 31, 441 页 ) 


根据 上 面 的 讨 花 可 以 断定 和 实验 观察 的 烙 果 最 相符 合 的 模型 

”为 硬 的 逢 曲 模型 。 这 个 短 曲 模型 具有 一 些 和 柔性, 并 且 当 溶液 中 的 
离子 强度 培 加 时 则 稍为 收缩 ， 这 是 因为 分 子 问 离子 排斥 力 减 低 的 

篆 故 。 将 酸 和 碱 对 肌 氧 友 糖 核酸 分 子 的 形状 和 大 小 的 影响 与 变性 

现象 一 起 诗 论 更 为 适当 (参看 第 十 一 章 ) ， 但 在 这 里 需要 注意 的 是 


用 酸 处 理 天 然 脱 氧 成 糖 核酸 所 得 的 没有 氨 键 连接 的 自由 答 曲 分 子 


是 比较 柔软 的 ， 而 且 它 的 性 质 与 天 然 核酸 相 比 较 时 更 接近 于 自由 
”着 曲 的 多 聚 电解 质 。 这 个 观察 与 上 面 所 述 的 其 他 车 果 一 起 都 证 实 
”了 洲 液 中 的 腹 氧 成 糖 核酸 盐 的 Watson-Orick 分 子 模型 在 电解 质 

溶液 中 并 没有 显著 改变 的 结论 。 


从 电子 显 微 锁 研 宪 所 得 的 脱氧 成 糖 核酸 
3 分 子 的 大 小 、 形 状 和 不 均一 性 


电子 显 徽 侍 现在 已 能 够 很 清楚 地 分 辨 出 小 粒子 到 10 和 的 大 、 
小 ,这 个 天 小 的 分 辨 能 力 已 足 够 观察 核酸 分 子 大 小 的 粒子 ,因此 利 


aes 第 十 章 “核酸 的 猪 构 (三 ) 


用 电子 显 微 镭 观 察 的 方法 作为 用 物理 化 学 方法 来 研究 在 溢 液 中 
的 分 子 大 小 和 形状 的 间接 研究 的 补助 方法 具有 很 大 价值 。 不 幸 得 
很 ， 技 术 上 的 困难 阻碍 了 这 个 方法 的 使 用 ， 其 中 最 严重 的 是 将 留 ， 
在 底 物 上 的 有 机 物 小 粒子 与 底 物 加 以 区 别 。 虽然 如 此 , 最 近 所 引 
用 的 一 些 新 技术 使 这 个 方法 能 够 在 脱氧 友 糖 核酸 上 的 应 用 得 到 一 
些 重要 的 结果 。 在 解释 这 种 实验 方法 的 结果 时 ,特别 是 在 履 明 分 
子 大 小 时 ,必须 局 住所 观察 到 的 粒子 是 于 的 粒子 。 ” 
Scott!) 首先 应 用 了 电子 显 微 镭 来 研究 觅 氧 友 糖 核酸 锁 。 他 
得 到 了 腊 氧 友 糖 核酸 钠 的 长 纤 灯 照片 。 这 个 照片 显示 出 纤 蕉 的 长 
度 和 间 度 差别 很 大 ， 因 此 显然 分 子 发 生 了 侧面 的 和 纵 的 集聚 。 
Barley 得 到 了 放大 倍数 较 高 的 照片 , 但 观察 到 一 个 直径 狗 为 
100A 的 圆 球 的 多 分 散 系统 。Williams' 应 用 喷雾 干燥 和 冰冻 
干燥 的 新 技术 将 腊 氧 友 糖 核酸 钠 水 溶液 喷射 在 具有 火 稀 胶 薄膜 的 
钢 表 面 上 co ， 得 到 了 直径 为 雪人 的 脱氧 友 糖 核酸 锁 纤 蕉 照片 。| 
这 些 纤 礁 是 相互 联接 着 的 ， 因 此 表明 在 原来 的 溶液 中 有 网 状 烙 构 | 
的 凝 胶 存在 。Wiliamse9 亦 能 从 长 度 的 测定 估计 出 M.,/M,=1.6, | 
这 证 实 了 Doty 所 假定 的 狂 效 的 分 子 量 分 布 。Rowen 、Eden 和 | 
Kahler“! 全 报道 了 相似 的 纤 礁 关 度 。 他 们 也 断定 纤 礁 状 分 子 是 
略为 制 灶 的 ,因而 不 是 不 柔软 的 。Schuster、Schramm 和 Zilligaom | 
所 得 到 的 电子 显 微 照 片 显 示 出 纤 礁 网 状 糙 构 与 Williams 所 观察 ” 
到 的 相似 。 
Hall oa 便 介 帮 一 种 应 用 电子 显微镜 观察 大 分 子 的 新 技 ， 
AL, 这 种 技术 应 用 在 核酸 上 非常 有 效 。 进行 操作 时 先 应 选择 刚 切 ， 
开 的 云母 片 作 为 底 物 来 支持 大 分 子 ， 因 为 它 对 原子 天 水 是 均 与 合 
适 的 ,同时 也 因为 它 具 有 很 大 的 亲 水 性 质 。 再 将 腊 氧 友 煤 靶 酸 锁 深 ， 
液 用 市 售 的 吹 气 喷雾 器 喷洒 在 云母 片 表面 上 ， 同 时 用 自 念 作 投影 


_ 片 (shadow-oast), 再 垂直 地 沉积 一 层 一 氧化 硅 的 薄膜 以 衬托 白金 。 


最 后 将 乙酸 成 酯 的 火 棉 胶 溶液 流 过 云 是 片 表面 并 加 以 干燥 。， 将 所 
得 的 干燥 薄膜 划 成 若干 方块 。 当 将 云母 片 放 在 水 槽 中 时 ， 孝 英 逆 
PG, 工 可 从 水 中 用 平常 的 格子 将 其 拣 出 。 从 测定 的 糙 时 所 得 到 
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| 常 是 几 个 分 子 袖 的 ) BMRA IRE. 

Halll 和 Littaoal 应 用 同样 的 操作 技术 对 脱氧 友 糖 核酸 作 了 更 
| 群 租 的 研究 。 他 们 特别 注意 的 是 在 制备 用 作 电子 显 微 摄影 的 样品 
时 防 正 样品 变性 。 他 们 证 实 了 分 子 的 直径 网 为 20A, 但 更 重要 的 
| 是 分 子 游离 未 端的 发 现 。 天 然 腊 氧 成 糖 核酸 分 子 的 未 端 是 方 的 ， 


这 议 明 双 螺 旋 车 构 一 直 蕉 持 到 每 个 分 子 的 末端 [照片 5(a)]。 但 


是 ; 当 双 螺旋 在 两 端 腊 开 时 , 单 股 的 多 核 苷 酸 链 趋向 于 形 戌 答 曲 ， 


而 不 是 扯 破 成 为 丙 条 明显 解 开 的 股 。 


照片 (co) 表示 出 与 照片 5(a) 同一 物质 所 得 到 的 两 个 脱氧 皮 


糖 核酸 分 子 , 但 是 分 子 的 长 度 要 比 平均 长 度 短 得 多 。 在 这 些 粒 子 


中 ,有 兴趣 的 主要 特征 是 具有 Hall 和 Titt rH UEAY ‘He? (nodule), 


这 些 结 ? 他 们 认为 是 分 子 末端 部 分 变性 的 结果 。 这 种 类 型 的 结 ? 
很 少 在 分 子 中 部 找到 ; ABA, IF REED FA. AY 
能 表示 双 螺 旋 糙 构 的 解 开 一 般 是 从 末端 开始 ， 然 后 沿 着 分 子 主 地 


向 内 部 解 开 。 这 个 研究 千 果 进 一 步 证 实 了 肌 氧 皮 糖 核酸 分 子 与 


Dekker 和 Schachman"™ 所 建 凡 的 间断 的 二 条 股 模 型 (参看 第 九 
章 ) 相 比 时 ， 是 一 个 连 苇 单 股 模型 。 照片 5\d) 表 示 出 沟 过 用 超声 


。 波 降 解 后 的 脱氧 成 糙 核 酸 碎片 。 从 特性 粘 数 所 测 得 的 这 些 碎片 ， 
的 重 均 分 子 量 为 9.7X 105 (接近 于 一 个 重 均 单 位 ) , 而 从 电子 显 

， 微 摄 影 所 得 到 的 数 均 分 子 量 和 重 均 分 子 量 分 别 为 4.2Xx105 和 
710540), 这 里 假定 分 子 重量 对 长 度 之 比 为 200。 从 照片 中 可 以 


和 泪 出 粒子 是 整齐 地 断裂 ， 而 且 井 不 显示 出 任何 与 局 部 变性 有 关 的 
£59) 这 个 观察 证 实 了 Doty, McGill 和 Riceaa 所 认为 的 超声 波 
碎片 是 芙 正 的 同系 物 ， 才 且 仍然 保留 有 天 然 腹 氧 友 糖 核酸 双 螺旋 
国 ”的 糙 枸 。 当 这 些 粒子 不 互相 干扰 时 ,其 形状 通常 是 相当 直 的 ,但 当 
| Sete eT. ALLRED 


坎 的 车 论 。 


自从 不 大 容易 找到 未 降解 分 手 的 两 端 以 来 ， 还 没有 人 研究 过 
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RES ERR F RAGE RM 
(ea. 100,000)(araumraensy 2) 


(a) 在 相当 高 的 省 度 中 ; (b) BPA: (c) 显 出 两 端 
增 厚 同时 部 苍 变 性 的 两 个 分子 ; (d) 狂想 声波 作用 后 的 碎片 芬 子 
(O. E. Hall 和 M. Litt: 7. biophys. biochem. Cytol. 
1958, 4, 照片 7， 图 1, 2, 3 和 4) 


一 然 股 氧 核糖 核酸 分 子 长 度 的 分 布 ， 因 为 测定 许多 分 子 的 长 度 在 
技术 上 有 困难 。 但 是 ,Hall 和 Doty" 便 研究 了 膀 氧 成 糖 核酸 盐 ， 
超声 泪 碎 片 的 数量 分 布 情况 。 根 据 大 狗 700 个 分 子 的 长 度 测定 所 
得 的 数量 分 布 情况 表示 在 图 46， 长 BE AR BI 400 A Wy Hr FH 
有 包括 在 总 数 内 ， 因为 不 能 肯定 这 些小 粒子 宪 贰 是 核酸 还 是 外 


来 的 物质 。 分 布 中 的 重 均 长 度 是 3500 有 和， XS HIS IC ERED 


子 重 量 对 长 度 之 比 为 200 的 假定 产生 了 重 均 分 子 量 ( 指 上 面 的 ) ， 
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了 xl0s5。 所 得 的 数 均 长 度 为 2100A, 其 数 均 分 子 量 为 4.2X105。 
这 就 得 到 了 M,/M, 9 1.7 的 数值 ,这 与 Williams™ 所 得 的 天 然 
人 
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0 0 
长 度 
图 46 与 最 大 可 能 分 布 相 比 的 股 氧 核糖 核酸 盐 超 声 碎 片 
的 数目 和 分 布 。 全 曲线 代表 最 大 可 能 的 分 布 ; SCERK 
度数 据 是 从 电子 显 微 摄 影 得 到 的 . 
(0. B, Hall 和 P. Doty: J. Amer. chem. Soc. 1958, 80, 1272 页 ) 
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范围 内 的 解 离 本 质 可 以 用 相同 于 测定 单 核 音 酸 的 解 离 基 团 的 
| 方法 来 测定 (参看 第 七 章 )。 一 般 磷 酸 基 团 的 PK 接近 于 1。 am wi 
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腺 嘎 哈 和 饲 嘎 喻 的 氨基 在 pH2~6 的 范围 内 清 定 ,而 一 NH 一 OO 一 
基 团 则 在 pH 8~11 之 问 解 离 。 
股 氧 友 糖 核酸 解 离 性 质 的 最 显著 特征 是 洱 定 砷 区 的 不 可 族 
性 ， 这 些 曲 线 是 从 原来 在 DH 6~7 的 肌 氧 成 糖 核酸 钠 沙 液 先 满 定 
到 pH2.5 或 pHI12 时 所 得 到 的 。 将 酸性 或 碱 性 洲 液 分 别 用 碱 或 
酸 进 和 EAR EAA eh 
的 不 同 (参看 图 36, 第 1728). 
这 个 解 离 性 质 是 Gulland, Jordan 和 Taylor 首先 从 小 牛 
胸腺 脱氧 核糖 核酸 钠 的 满 定 中 所 观察 到 的 ， 并 且 对 这 个 核酸 灸 及 “ 
对 其 他 来 源 的 脱氧 成 糖 核酸 盐 的 这 种 解 离 性 质 加 以 上 表 定 raoelo0。 ， 
Gulland, Jordan 和 Taylor 原先 所 得 到 的 涌 定 曲 淮 与 逆 辣 汉 定 曲 
ez awe, EA pH 12 Hike SH pH 2.5 的 汉 定 相 一 致 。 这 
个 一 致 性 可 能 是 偶然 的 ， 因 为 近来 用 连 炉 渗 定 方法 以 及 用 相同 方 ， 
法 制备 核酸 盐 溶 液 来 进行 研究 时 井 不 是 常常 能 证 实 这 个 一 致 性 
的 aortsl 。 缺乏 一 致 性 的 原因 全 被 认为 是 由 于 核酸 盐 在 干燥 过 程 ， 
中 轻微 的 先期 水 解 ao9 (用 五 氧化 二 磷 在 110?0 下 进行 芙 空 二 | 
pRL106108) ， 致 使 核 昔 酸 问 的 链 在 pH 10°" 以 上 的 连 苇 涌 定 过 
程 中 的 碱 水 解 变 得 胡 慢 ， 以 及 由 于 在 中 和 时 重新 局 部 形成 具有 扎 ， 
键 迷 接 的 车 构 所 和 致 % 。 但 是 ， Ooz 和 Peacocke'03 公用 不 连 乱 ， 
的 满 定 方法 上 2a 在 没有 液 相 接触 的 液 槽 中 中 光 ， 和 严 格 控制 其 离子 
强度 和 大 大 减少 在 高 DH 时 的 停留 时 间 ， 对 蚀 鱼 精子 腊 氧 友 糖 核 ， 
酸 钠 进 行 了 详 秋 的 研究 ,其 千 果 见 图 39 (第 175 页 ) 。 图 中 西 巷 的 
每 一 个 点 都 代表 着 个 别 混合 物 的 几 次 测定 的 结果 。 在 氨基 或 
一 NH 一 00 一 基 团 电离 以 后 所 得 到 的 逆向 满 定 点 是 在 同 二 面 苇 
Lb, BRIER, 因此 适 向 涌 定 曲 沪 的 缺乏 一 致 性 可 以 认 
为 是 由 于 连 炽 涌 定 法 所 带 来 的 观 差 。 
Gullandq、Jordqan 和 Taylor" 用 semen 
TE Fa Ge Hh Gy Te Hh PSE SE, BRAY Bg Watson- 
Orick 的 分 子 模型 完全 -一致 (参看 第 九 章 ) 。 WEE ME 
性 表明 , 除 在 不 同 链 上 的 基 团 问 的 氨 键 外 ,不 能 有 其 他 未 稳 定 的 妇 
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”引起 了 多 聚 物 上 电荷 的 改变 ， 因 此 一 个 基 团 的 有 效 育 定常 数 亦 随 
| 之 改变 ,所 以 常用 的 解 离 方 程式 


pH -pK-nog( 1 ) 


| 应 由 加 入 与 核酸 盐 离 子 电荷 和 溶液 的 离子 强度 有 关 的 项 来 加 以 校 ， 
| 正 。 方程 式 中 的 w Fy AR BS HE, pK’ Wy i 2 HH Be. Katchalsky, 
Shavit # Hisenberg'* 便 指出 ,多 聚 电 解 质 的 解 离 可 用 下 式 表 示 : 


0.4343eV 
pH=pKo—log (=~ )+— 


KP e 为 电荷 数 ,8 为 Boltzmann 常数 ,也 为 静电 位 。Mathieson 
和 Matty 应 用 了 表 17 中 Mathieson 和 McLaren™™ 所 测 得 的 
到 值 后 人 指 出 这 个 方程 式 可 以 很 满意 地 用 以 解释 在 一 定 江 度 和 离 
子 强 度 下 的 解 离 常数 值 (PK“') 偏离 于 pKo BA Tm) 的 现象 。 
工 且 ,静电 位 ( 包 ) 随 着 DH 的 改变 是 很 小 的 ,例如 ,在 工 =0.10 时 ， 


0.4343 es 到 /17 项 的 数值 在 pH 3~6 时 只 增加 0.34 个 pH Mie 


(BR), HUAI ARRAS 
RSL, AERO T ey 8 ERE OTe 
 HBEAAULBERS, RRL Ng TR se 5 ACU Oe A 


#17 腕 氧 桶 糖 核酸 盐 离 子 的 静电 位 J =0.10) 


W 104 2.23 | 2.35 | 2.47 | 2.56 | 2.90 | 3.20 
0.4343eW /kT 1.14 |, 1.20 |.1.26 | 1.30 | 1.48] 1.63 


(A. R. Mathieson #1 J. V. McLaren: J. chem. Soc. 1956, 306 真 ) 
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图 47 FH ERT RA Te RT YAR Hy SHAY TE Re ET 
逆 的 逆向 滴定 曲线 的 影响 

(@) 可 逆 的 逆向 潢 定 曲线 。 ( 切 在 不 同 离子 强度 时 的 正 向 滴定 曲 获 (三 0.03、 
0.05、0.15、0.50 从 左边 向 右边 菠 ) 。(o) 在 低 离 子 强度 时 的 酸 滴定 曲线 : 工 滴 
定 到 PH 2.5 Wik mye ae thee; IT. 从 PH 2.5 开始 的 逆向 滴定 曲线 (IT 三 0405)， 
IT. 不 加 入 电解 质 时 滴定 到 pH2.5 的 正 向 滴定 曲线 (0); IV. 不 加 大 电解 质 
时 从 了 p 互 2.5 开 始 的 逆向 沛 定 曲线 (@) (T<0.007): V. 用 酸 预 先 处 理 过 的 并 经 

过 中 和 和 透析 的 脱氧 皮 禧 核酸 盐 用 酸 滴定 的 可 逆 滴 定 曲 灿 (x) 

(R. A. Cox 和 A. R. Peacocke: J. chem. Soc. 1956, 2503 页 ) 


HRA De BEA TRA Rh EE J 218 


APIS BERT SKLAR, Peacocke 和 Lifsong 雪 


SE ESE BE AI 5 33 BE J SE YO 
响 , 这 些 基 团 在 pH 大 于 狗 2:5 时 完全 带电 ， 并 且 也 将 其 归 因 于 自 
”由 离子 对 解 离 基 团 的 电位 的 掩蔽 作用 。 
离子 强度 对 不 可 逆 的 正 向 涌 定 曲 北 和 可 逆 的 逝 向 清 定 曲 北 的 
影响 见 图 作 。 当 洲 液 中 的 离子 强度 增加 时 ,可逆 的 逆向 满 定 曲 竹 
以 平行 的 形式 向 低 pH 处 移动 , 这 一 观察 进一步 支持 了 使 用 简单 
形式 的 解 视 方 程式 来 全 面 地 解释 这 个 影响 。 亦 依 观 察 到 离子 强度 
对 光 放 满 定 的 影响 的 同样 的 平行 移动 cael 。 离 子 强度 增加 时 的 核 
酸 盐 涌 定 曲线 的 平行 移动 可 因 与 取代 解 离 的 氨 离 子 的 负离子 的 烙 
合 而 引起 中 0 。 这 种 见解 被 在 pH 不 变 的 情况 下 离子 强度 发 生 改 
变 时 的 腹 氧 友 糖 核酸 盐 离 子 的 次 电荷 的 极 小 改变 所 支持 。 例 如 在 
zz pH6.0 时 ， 电 荷 从 离子 强度 为 0.02 时 的 0.20 (每 个 磷 原 子 的 电 
。 荷 数 ) 改 变 到 离子 强度 为 0.20 pep fy 0.2241 ge 95 Fe 21 5 228 页 )。 
Cox 和 Peacocke" 对 盐 效 应 引起 改变 的 另 一 种 解释 进行 了 
检查 。 这 个 检查 是 根据 下 述 两 个 假定 而 作 的 , 即 钠 离 子 完 全 与 核 
酸 盐 离子 分 开 和 去 加 氧化 钠 的 识 度 时 会 对 核酸 盐 阴 离子 周围 的 离 
子 环境 产生 更 大 的 保护 作用 。 应 用 Hill 用 于 计算 腹 氧 皮 糖 核酸 盐 
离子 静电 自由 能 的 方程 式 岂 2 可 以 计算 出 随 着 离子 强度 的 某 一 改 


_ 变 而 改变 的 PH 值 。 但 是 ,发 现 这 样 的 解释 需要 有 -一个 在 电离 时 比 


_ 实际 所 观察 到 的 大 得 多 的 分 子 扩散 。 因此 上 壕 的 第 一 个 解释 , 即 
钠 离 子 取代 和 氮 离 子 而 与 核酸 盐 烙 合 的 解释 是 比较 可 取 的 ， 并 且 这 
个 解释 还 和 其 他 的 诈 据 (主要 是 光 必 涌 定 的 着 据 ) 相 符合 。 这 个 证 
据 指出 ,在 电解 质 洲 液 中 发 生 了 阳离子 的 和 结合 

Jordan Mathieson 和 Mattyqaos'll8 sf rh ir iy ae Hh ERO 
i FAH WS 2 BR SE EET EAMES, 而 Cavalieri 
和 Stone Sots ain BENT 6 ae is ee HH EA ALE ST A 18 
ABZ. PERMA. FE 18 FT BAe EA eS Ye ERR RE FS 
子 强度 变化 的 氨基 解 离 。 在 表 18 POP AH ATG eH Ze 
Hears We An Bs aE pK, fh" 以 及 Hurlen、Laland、Ooz 和 | 


ge thse “核酸 的 糙 构 (三 ) 


才 18 在 不 同 油 度 和 离子 强度 时 的 脱氧 桩 糖 
核酸 钠 的 解 离 常 数 \25?C) 


4P/1x104 


vy | Bie os | a me we 
小 牛 胸腺 脱氧 核糖 核酸 钠 ; re i a 18) | 
0 0 3.45 | 4.25 5.25 和 
1.13 ai 3.35 4.20 5.25 nett 
1.88 = 3.35 4.15 5.20 AUN 
2.81 = 2.95 3.90 5.10 2 
3.75 = 2.70 3.75 4.95 a 
7 .50 =< 2.50 3.70 4.90 ae. 
11.25 am 2.40 3.65 4.85. Pee 
14.2 0 2.60 4.05 5.25. yey ae 
14.2 0.133 1.90 2.90 4.15 Bats =: 
14.9 0.255 1.70 2.60 4.04 sta 
14.2 0.368 1.60 2.50 3.95 ah 
14.2 0.492 1.50 2.50 | 3.95 ~ ess 
; 14.2 0.622 1.40 2.35 3.65 Vy 
; 14.2 0.748 <1.4 2.30 3:60". ay 
14.2 0.871 <1.4 2.24 3.55 | ie 
ANF WOR FZ EIR 5 FC SS ee 9) | 
= | 0.008 | 3.70 | 2 | 5.30 | se tae 
BFE EIR I RSA Hi ae 1201 ret de 
ve 0.05 * ee ti |: 10.65 
0 | 2.75 3.50 | 5.00 | es 
无 嘎 喻 酸 ; 电 位 潢 定 G20] 
— | 0.08 | ara | 5.1 | 10.1. 
RRA BESS pe 121) ee 
| 
re 0 2.9 | 9.77 
| | 4.4 4.6 | an: i 


BAY Re fel 1%) 
FEARS Fe LT BS—5' BRR rh 
在 胸腺 喀 喧 核 背 酸 中 


AAA 


* 从 海胆 精子 和 SEAR em A 


“fee 
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— Peacocke?” 从 无 味 叭 酸 涌 定 所 测 得 的 胞 喀 啶 氨基 和 胸腺 喀 喧 的 
一 NH 一 00 一 基 的 pK 值 (无 嘎 吟 酸 就 是 用 酸 或 酸性 离子 交换 树 
上 脂 处 理 脱氧 成 糖 核酸 后 除去 味 哈 碱 所 得 到 的 产物 ) 。 为 了 比较 , 表 
， 18 RAI Hurst, Marko 和 ButlerHd29 所 测 得 的 胸 氧 核糖 核 首 
” -6- 磷 酸 的 酸 - 碱 基 团 的 DK. 值 。 

从 表 18 可 以 看 出 解 离 基 团 的 pK4 值 是 随 着 核酸 盐 省 度 和 高 
子 强度 的 改变 而 显著 地 改变 。pK' (AS Mee HE A SR 
解 离 方程 式 奸 算出 来 ;必要 时 ,还 要 应 用 对 核酸 中 的 单 核 音 酸 组 分 
所 进行 的 适当 分 析 糙 果 。 核 酸 对 溶液 的 离子 强度 的 影响 可 以 略 
而 不 证 ,因为 售 观 察 到 "9 磷酸 的 解 离 常数 并 不 因 核酸 的 存在 而 


受到 影响 。 


HUM CASES DIK, (LSA) 0 eo 9 — 
存在 具有 特殊 的 重要 性 。 在 这 方面 , 无 嘎 叭 酸 的 满 定 特别 重要， 
因为 鉴于 在 这 个 酸 中 没有 嗓 险 碱 存在 因此 可 以 检查 出 胞 喀 呈 
的 解 离 ， 而 且 因 腺 嘎 喻 氨基 解 离 的 重 泛 所 引起 的 困难 也 可 以 避 
36120), SR Hy DKK! 值 售 狼 用 比分 析 核酸 盐 涌 定 曲 疙 更 直接 的 
方法 求 得 。 海 胆 精 子 和 糙 核 杆菌 的 脱氧 友 粳 核酸 中 饲 顺 哈 的 含量 
有 很 大 的 不 同 。 XP OR, 可 以 得 到 一 个 和 篇 嘎 哈 
的 解 离 曲 禾 大 略 相 一 致 的 解 离 曲 态 %a 。 用 这 些 方法 所 测 得 的 胞 ， 


喀 啶 氨基 和 饥 嘎 喻 氨基 的 PEs 值 人缘 被 Cox 和 Peacocke” 用 以 i 
BEAN AY PEA CRE RNA aE HE. KT OTE ee 


— HE BEY, MBA TE a a HE 

© ATE a) GE wtb HEP SE Ha RA A I RS SB 
是 相同 的 。 这 两 个 扼 基 的 解 离 常 数 在 25 0 时 均 为 4.4。 但 是 ， 
从 泛 向 涌 定 曲线 所 得 到 的 数值 与 这 两 个 数值 不 同 ， 而 且 它 们 之 问 
亦 不 相同 ; PRS HBA 8.65, 胞 喀 啶 的 数值 为 4.85 Jordan, 
Mathieson 和 Mattyaos 在 离子 强度 为 雾 、 核 酸 盐 淡 度 为 11.25 
x 1074 248 4P/ 升 时 所 测 得 的 数据 )。 因 为 氮 键 连接 使 腺 叶 喻 和 胞 
喀 啶 组 成 相似 的 八 员 环 ,因此 这 些 实 栓 结果 与 氨 键 连接 的 Watson 
和 Orick 模型 相符 合 ( 参 看 二 4 页 )。 篇 嘎 哈 的 正 向 涌 定 和 逆向 汪 


‘is Se BERR (=) | 
定 的 DK] 值 的 相似 (分 别 为 2.50 和 2.4098) SR Ge seen ae AR 
的 表明 岛 味 哈 不 参与 毛 键 的 形成 , 因为 在 较 低 的 温度 时 pK, 值 是 上 
不 同 的 (参看 第 十 一 章 , 第 259 页 ) 。 在 25"O,， 当 连接 胞 喀 啶 氨基 

的 氨 键 彼 加 大 的 质子 所 破坏 时 ， 已 有 明显 的 足够 动力 使 与 饲 嘎 啥 “ 
氨基 连接 的 氨 键 断裂 。 这 个 解释 被 Cavalieri 和 Stone” Aya 
BERRA LE, 而 且 与 Pauling 和 Corey"? PEE Hi AY Fee 
WREST WERE | 


se 0.0 

喇 

aT 

no | 

1.0 经 过 在 25°C BYE 

于 定 周期 后 在 0.4"C 时 用 | 

& 酸 痪 定 的 曲线 

路 ~ 一 一 在 3520 时 从 DH2.5 

x. Fal Ri EMEA 

1K 曲线 

a o----- FE 35°C AY A DH 2.6 FAY 

碱 议 定 的 逆向 滴定 曲线 

3.0 


ko 
<—) 
wo 
o 


4.0 5.0 6.0 7.0: = 8.0 

pH 中 
48 温度 对 腊 氧 皮 糖 核酸 钠 的 可 逆 的 逆向 沛 定 曲 炉 的 影响 

(R. A. Cox 和 A. R. Peacocke: J. chem. Soc. 1957, 4726 页 )》 


DREISER PS HC PIRI A 


38, Cox 和 Peacocke" 能 够 测定 氨基 的 表 观 解 郊 热 (apparent 
heat of dissociation ) ， 同 时 亦 能 够 测定 温度 对 正 向 涌 定 曲 区 的 可 


逆 性 的 影响 。 温度 对 可 逆 的 逆向 满 定 曲 约 的 影响 网 图 名。 从 这 个 9 


曲 萎 并 用 下 列 近 似 的 方程 式 委 计算 出 解 离 热 : 

4H’ = —2.303RT,T.{ (pH.—pH;) / (T2—-T3)}, | 
方程 式 中 的 双 ye wi it 5 REL ES He Sg 数 。 列 在 图 和 
中 的 AH" 值 与 Vandendriesscheq2a 对 核糖 核酸 所 推导 出 的 数值 
在 同一 数量 稻 ， 因 此 显然 4 万 ' 对 用 有 了 明显 的 依 屯 关 和 柔 ; 用 
Wyman'? 对 蛋白 质 解 离 的 相似 解释 TRATES 
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WME. By 80% 的 解 离 是 在 PH=pK4 士 1 的 范围 内 ， 
所 以 根据 已 知 的 pK) 值 ( 表 18), WS An RU Ag IF BS DY 
在 pH3.75 以 下 时 重 迭 ， 而 腺 味 哈 和 胞 喀 啶 氨基 的 解 离 应 在 
pH4.0~4.5 ZB, 因此 在 这 些 pH WMA, 4H’ 应 随 pH 
而 改变 ， 而 在 p 了 3.75~4.0 #1 4.5~7 的 范围 内 ，4 互 ' 应 为 一 个 
常数 ， 在 这 个 pH 范围 内 只 有 腺 嗓 哈 和 胞 喀 啶 的 氨基 便 分 别 秆 单 
独 涌 定 过 。 这 些 千 论 与 表 19 (219 页 ) 的 实验 结果 大 和 致 相符 合 。 


件 卡 /充分 子 


4 万 / 


每 4 克 原 子 磷 精 合 酸 的 当量 数 
图 49 脱氧 皮 糖 核酸 钠 的 表 观 解 离 热 (4 互 ) 对 糙 合 
RAE) HSE 


(R. A. Cox 和 A. R. Peacocke: J. chem. Soe. 1957, 4727 页 ) 


7 Fe 0.4°O pet yea BA 9 HL TG 2 AO EE HS YS BE, 
Re TERI—UREE F , ZEEE JT BAYS EE 
| 在 较 高 温度 时 所 得 到 的 逆向 涌 定 曲线 相 类 似 ， 也 不 与 在 较 高 温度 
时 进行 正 向 涌 定 后 在 0.4?Q 时 所 得 到 的 逆向 涌 定 曲线 相 一 致 ( 参 
FAO, 曲线 IT) 。 这 个 禾 向 涌 定 曲线 比 从 在 较 高 温度 时 所 得 的 
eI TE TE ER, PR, PH RI 
“helt, BAGS ROKW EAR PE MM, Ii BAS PEREAT 


218 BR TER FS (=) 
TKR. Cox Fil Peacocke" fh #-7E 0.4°C SERRE EIR . 


仍 有 60% 的 原来 氮 键 保留 下 求 。 这 些 特别 与 核酸 变性 理 花 有 关 ， 
的 观察 将 在 第 十 一 章 中 再 加 以 庆 论 。 


每 4 克 原 子 傍 乡 合 酸 的 当量 数 


图 50 在 0.450 RYZE 0.05 M 氧化 钠 溶液 中 的 脱氧 
De BSTC wa A 


I. \\ pH 6.1 开始 的 用 酸 滴定 的 正 向 滴定 曲线 ; «6. pH. 2.6 FF 
始 的 用 碱 漓 定 的 逆向 漓 定 曲线 ; LT. 在 0. 各 9 yy Re BE a 
25°O MATES] DH 2.75 GT PH7 MAMAN 
fe; IV. {SRI De PRS SLO Ho AB ATE SG ‘ 
定 曲线 , ENYA A RSREAE EN eS 
(R. A. Cox 和 A. R. Peacocke: J. chem. Soc. 1957, 4725 页 》 


3 图 50 ip Tal HH Ad 9 WR DO SAI eB AY STE 

ee ae TV), 8, — RUBIA TE Ra ae ee Ee | 
BO HEI, a Oe Wey POTEET REP OMIR T . ULE TE 
定 过 程 中 的 最 后 几 个 阶段 事实 上 是 指 变性 的 核酸 。 与 在 较 高 温度 
时 所 观察 到 的 不 可 道 变性 相 比 , 在 0.40 Fay Bal FEL eA BE 


程度 的 不 可 揽 变 性 使 人 们 能 够 估计 出 以 氨 键 过 接 的 糙 构 的 We 
Hh, | 


PR De PRE BS Ey HB Hi 219 
3219 4 互 ' 随 p 互 改变 所 作 的 解释 | 


ht mM | edie” | oek/mae | We Ha 
>1.40 <3.75 变动 的 jee See 
1.40~0.85 | 8.75~4.35 1.4 腺 顺 哈 -6- 氨 基 
0.85~0.40 | 4.35~5.50 变动 的 eee fee 
0.40~0.10 | 5.50~7.00 | ¥44+2.0 胞 吵 吐 -6- 氨 基 
9.50~11.0 +60 | lad dr ti 


(R. A. Cox 和 A. R. Peacocke: J. chem. Soc. 1957, 4730 页 ) 


iS DO PR Eh ES EY ay 
改变 溶液 中 离子 强度 所 引起 的 脱氧 皮 糖 核酸 盐 离 子 的 形状 和 


柔性 的 轻微 改变 可 能 与 这 个 离子 的 电荷 改变 有 关 。 测 定 这 个 电荷 
有 三 种 方法 。Oreeth 和 Jordan"” 5 Shack, Jenkins 和 Thomp- 
settas28l 从 膜 电位 的 测量 测定 了 核酸 盐 离 子 上 的 电荷 。 膜 电位 就 


是 用 只 有 电解 质 离子 能 泛 过 而 胶体 显 粒 不 能 淫 过 的 膜 将 胶体 溶液 
Alle th YS a, IX PATS Donnan 平衡 时 所 存在 的 电位 。 


从 膜 电位 可 以 测 出 胶体 离子 的 当量 省 度 ， 和 并 且 只 要 知道 其 分 子 量 ， 


” 即 可 计算 出 电荷。 


核酸 盐 离 子 上 的 电荷 亦 借 从 电泳 迁移 这 测定 出 来 。 腹 氧 友 糖 ， 


核酸 盐 离 子 向 阳极 移动 的 速度 高 ” ， 这 可 从 电离 的 一 航 磷 酸 
解 离 对 电荷 所 发 生 的 具有 占 优 势 的 影响 预期 得 到 。 这 个 向 阳极 移 
动 的 速度 与 溶液 的 pH RB Time At ,但 与 核酸 盐 离 子 的 
YE BE JLSP FCS 89 。 在 良好 的 制品 中 核酸 盐 离 子 以 单纯 的 界 
区 方式 移动 ， 这 个 界 区 是 超 清 晰 的 ， 而 且 与 用 沉降 法 所 得 到 的 界 
区 非常 相似 。 从 他 们 所 测 得 的 电泳 迁移 这 ,Mathieson 及 其 同 工 
者 49 应 用 了 将 电泳 迁移 率 与 电荷 及 大 分 子粒 子 大 小 联系 起 来 
的 Gorin Fyfe" 计算 出 在 不 同 离 子 强度 和 pH 值 下 的 奖 电 


2 
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荷 。 这 两 种 测定 电荷 的 方法 都 受到 了 批评 。 为 了 要 得 到 合理 的 膜 电 
位 值 ， 在 第 一 种 方法 中 需要 应 用 高 淡 度 的 核酸 盐 沙 液 ( 狗 0.8 罗 )，， 
在 这 个 溶液 中 分 子 间 的 相互 作用 是 重要 的 。 因 此 所 测定 的 电荷 与 
存在 于 更 低 滤 度 溶液 中 的 电荷 并 没有 任何 显著 关系 。 应 用 第 二 种 
方法 计算 电荷 时 ， 需 要 知道 大 分 子 离子 的 长 度 和 盾 径 。 所 用 的 数 ， 
据 是 从 流动 双 折射 的 测定 得 到 的 吧 3a4 。 象 在 上 面 所 提 到 的 , 这 个 
方法 亦 受到 批评 。 井 且 所 得 到 的 电荷 数值 与 核酸 盐 离 子 的 长 度 有 

BWR 。 a 


PA RAY HA TEBAS uv /sec/(V /cm) 


51 在 不 同 pH 值 和 离子 强度 (TDD 下 的 觅 氧 核糖 核酸 
teh BS AY HLTA EFS AS ARIE 
(A. R. Mathieson 和 了 丁 V. McLaren: J. chem. Soe. 1956, 304 页 ) 
鉴于 应 用 膜 电 位 法 和 电泳 迁移 率 方法 来 测定 电荷 具有 困难 ， 
Inman 和 Jordan™5) 应 用 了 Huizenga, Grieger 和 Wall ha 
法 “ ,这 个 方法 包括 导电 度 和 迁移 数 的 测定 。 应 用 这 个 方法 可 以 
测定 在 每 个 磷酸 基 团 上 的 有 效 电荷 分 数 而 不 需要 作 任何 适当 的 候 
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Fé. TAFE, KPA RBZ A A J RA RR 
小 进行 测定 ， 因 此 所 得 的 结果 会 因 在 低 离 子 强度 溶液 中 所 发 生 的 
| 变性 而 变 得 复杂 起 来 (参看 第 十 一 章 )。 

“图 于 和 52 表 示 出 电泳 迁移 率 随 着 离子 强度 和 pH 的 变化 而 
改变 的 情况 。 Oreeth, Jordan 和 Gullandq"s8 所 用 的 小 牛 胸腺 腹 
氧 核 糖 核酸 样品 与 Mathieson 和 McLaren" 所 用 的 小 牛 胸腺 觅 
氧 核糖 核酸 的 样品 不 同 ， 后 者 为 较 好 的 制品 。 他 们 所 用 的 样品 不 
” 同 可 能 是 他 们 所 观察 到 的 电泳 迁移 率 有 些 不 同 的 和 缘故， 虽然 这 两 


i) 
° 
每 4 死 原子 磅 校正 的 当量 数 


o 直 持 调节 到 一 定 的 PH10.5 


向 阳极 的 电泳 迁移 率 WwW/sece/(Y/cm) 


o 先 用 碱 处 理 到 pH 12 
1.2 4 后 再 调节 到 一 定 的 pH 


一 一 一 正 向 和 逆向 注定 曲 入 


e426 6 eee 0 Tr 39 
pH 
图 2 随 着 PH (1 =0.20) ARM MAM LAF 
电泳 迁移 率 的 变化 
(J. M. Creeth, D. O. Jordan 和 J. M. Gulland: J. chem. 
Soc. 1949, 1407 页 ) 


了 1 
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个 样品 的 一 般 性 质 是 相同 的 。 电 泳 迁移 这 随 着 pH 改变 的 原因 可 时 
CERI STARE. 但 是 , 电泳 迁移 率 随 着 离子 时 
强度 不 同 而 改变 的 原因 上 比较 复杂 ,而 且 还 不 完全 清楚 (参看 下 面 ) ,时 
但 知 其 与 解 离 常数 的 变化 和 精 合 的 反 离 子 的 数量 和 本 性 有 关 。 

家 据 前 面 所 作 的 假定 ,用 膜 电位 法 和 电泳 迁移 李 法 在 NE7 时 
所 计算 出 的 在 核酸 盐 离 子 上 的 电荷 分 数值 ( 即 每 个 磷 原 子 所 带 的 “ 
电荷 数 ) 列 在 表 20, 虽然 用 不 同方 法 ,或 者 用 同一 方法 但 由 不 同 
研 守 工作 者 所 得 到 的 数值 有 所 不 同 ， 但 仍 有 一 致 的 地 方 ， 即 在 
pH 7 时 的 电荷 分 数 比 工 小 得 多 ,并 且 是 在 0.2 与 0.4 之 间 。 将 这 ， 
些 数 值 外 推 至 离子 强度 为 零 时 所 得 的 电荷 分 数值 在 0.18 到 0.38 
的 范围 内 ， 这 个 数值 与 图 53 中 Inman 和 Jordan 在 较 高 核酸 盐 | 
滤 度 时 所 测 得 的 结果 相符 合 。 在 更 低 的 猎 度 时 , 电荷 分 数值 随 
着 溶液 的 稀释 程度 而 增加 ， 到 无 限 稀释 时 则 达到 工 的 最 大 值 
(图 53) 。 


#220 用 不 同方 法 在 pH 7 时 所 得 的 腕 氧 成 糖 


术 酸 盐 离 子 的 电荷 分 数值 
Q : 
BF ik = es 
膜 电 位 [2 膜 电 位 G28] 电泳 迁移 率 ca9 

0.005 0.21 0.40 一 
0.010 0.21 0.45 wae mati 
0.020 0.22 0.41 0.21 
0.050 0.27 } 0.52 0.22 。 
0.080 0.29 0.54 一 
0.100 0.31 0.53 0.23 
0.200 0.37 0.45 0.24 


虽然 在 pHY INSTA ORAS ea eM, 但 时 
在 更 低 的 DH 时 ， 电 荷 分 数值 在 实验 娲 差 范围 内 保持 不 变 ma ( 表 是 


21) 。 从 满 定数 据 "9 ( 表 22) 寻 算 所 得 的 理论 电荷 分 数值 与 实际 测 时 


得 的 电荷 分 数值 之 差 等 于 在 千 合 的 反 离 子 上 的 电荷 。 表 20 中 的 潮 
所 有 数据 所 表示 的 随 着 离子 强度 的 二 加 而 增加 的 盈 电 荷 分 数值 未 是 
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电荷 分 数 
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(DNA 的 克 分 子 省 度 )12 双 10? 
图 53 RSL Dem Pah a wy AES a HN 


#21 Siva pH PIES FERRE EA 
酸 盐 离子 的 电荷 分 数值 


~~ Va) a 


(摘自 A. R. Mathieson 和 J. V. McLaren: J. chem. Soc. 1956, 305 4) 


EAA ASAE FBR PTs LB, SEA HE th BAS 
子 (ABS) ee WOE 15 ae B42”, Re AS a SF FE W Shack | 
Jenkins 和 Thompsett*" 的 平衡 透析 的 研究 粘 果 所 产生 的 。 他 


pw a Oe ee 


224 setae Eee (=) 
3222 从 pK, fiat ASSIA CR 


fj FY SAE a A 
| ”核酸 盐 省 度 *XI04 核酸 盐 湾 度 14.2 10-4 
a4 (不 加 电解 质 ) 离子 强度 
0 peste 
3.0 0.41 | 0.43 | 0.48 | 0.53 | 一 — 一 — | 0.56.| 0.61 


5.5 0.92 | 0.93 | 0.95 | 0.96 | 0.93 | 0.97 | 0.99 | 一 二 
1.00 | 0.99 


© PRERIB EAy 4B er 4P/ 升 
(摘自 A. R. Mathieson 和 8. Matty: J. Polym. Sci. 1957, 23, 755 页 ) 


MET SREP AWE, HIRST SE ee 
MILD OA ATEN, ote pH 2 以 上 时 , pH iAger 
AS To 3 BOE FAHY HBS FEE ta 5 4 AY AR EBA EP EA 
WSN BFS A RRS | ALAS EL ES BS 
度 的 改变 因而 很 可 能 是 由 于 氧 离 子 与 电离 的 或 未 电离 的 氨基 车 合 
的 烙 果 。 到 底 这 些 离子 是 否 很 牢固 地 与 特殊 基 团 结合 成 离子 对 或 “ 
者 只 是 因为 电位 精 合 (potential binding) 的 车 果 而 很 松弛 地 与 核 
酸 盐 畜 子 相知 合 , 还 不 能 从 电荷 测定 的 研 宪 加 饼 确 定 。 AS 
千 合 的 相对 程度 的 进一步 考虑 将 在 下 节 中 诗 论 。 


胸 氧 成 糖 杷 酸 与 金属 离子 和 有 机 
阳离子 的 相互 作用 


在 核酸 盐 离 子 上 的 电荷 分 数值 表示 大 部 分 的 电离 基 团 是 帮 效 
地 室 作 为 一 部 分 动力 单位 的 附属 反 离子 所 中 和 。 关 于 示 同 离子 后 时 
DEA DO ORES TWO AEA, SRA WR IS Be aH 
ELIE FAAS ISR ORGANISER. 7g PF Rn HL Sam eid AS 


i 


Log). © #0 eee. ead 
‘< 5 
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”和 研究。 RS BE ARE HY SE he es ae A EL a RE, ZE 
259 mp Ah —- 7B BY ACE, AE ATE BB 
” 色 基 团 的 吸收 所 引起 的 (图 54) 。 在 这 个 波长 处 的 吸收 程度 不 仅 
SYS pH 和 离子 强度 有 关 , 而 且 也 与 核酸 样品 的 预先 处 理 

有 关 。 由 于 核酸 的 含水 量 不 恒定 ， 因 此 核酸 的 克 分 子 吸 收 能 力 不 
能 久 核 酸 的 重量 为 根据 ， 因 为 所 得 的 “于 ” 重 是 没有 多 大 意义 的 。 

但 是 ,在 核酸 中 每 有 一 个 味 哈 分 子 或 喀 呢 分 子 就 有 一 个 磷 原 子 , 因 
此 Chargaff #1 Zamenhof” 合 建 玉 核 酸 溶液 的 吸收 应 训 用 每 升 
中 每 克 原 子 磷 的 吸收 能 力 来 表示 。 这 个 量 现在 已 普 欢 地 彼 采 用 ， 
FAAS €(P) 来 表示 。 
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2000. 2500 3000 
波 长 
图 54 小 牛 胸腺 腊 氧 核糖 核酸 的 紫外 吸收 光谱 呈 7 
EAE ZIRE 259 mp 处 的 <\P) 值 在 折 有 pH 和 离子 强度 
”的 条 件 下 比 人 工 混 和 的 核 苷 酸 所 计算 出 来 的 数值 要 低 得 多 (图 
55938>140 ) | APB TEE CBE AG RE EA FE ,在 进一步 降解 
BI AAS I es Te ia th FA CE rh 5 FEAR 
Ay ee ae He te ee Pe), HE BEI FETE Watson 和 Orick 模型 
Fe fy BIS FE WE ES SAP i ERY Has [BA ; 但 是 这 个 
AR AR Pea. FEAT Are eh BER Th aE EPA 
REE HOTT ERC AK ABS SBS FE ET FAY BEBE 


A 


226 sme BRA (=) ; 
乱 的 排列 。 这 个 改变 会 使 e(P) (A TH, Aa e(P) 
的 增加 可 由 环 系 的 有 效 发 色 团 面积 的 增加 而 引起 *。 在 多 核 背 时 
酸 链 中 的 两 个 相 邻 环 系 间 的 相互 作用 ， 即 使 是 发 生 在 合成 的 小 分 是 
子 多 核 昔 酸 如 二 -、 三 -和 四 - 腺 味 喻 核 背 酸 "所 以 及 因 倡 极 的 相互 
作用 aa 和 生成 r- 键 9 所 引起 , 亦 将 明显 地 受到 原来 的 有 秩序 的 “ 
烙 构 的 任何 改变 所 影响 ,并 且 也 是 吸收 改变 的 都 分 原因 。 


图 下 觅 氧 核糖 核酸 的 e( 了 ) 随 着 DH 的 变化 > 

I. 为 腺 嘎 喻 核 昔 、 锅 嘎 喻 核 苷 、 胞 喀 啶 核 音 和 胸腺 喀 喧 核 苷 ,其 

克 分 子 比 为 4:3:3:4 的 混合 物 而 计算 的 ; TL. FEA 

觅 氧 友 糖 核酸 的 e(P) 的 变化 ; ILL. 在 1M 氧化 销 溶液 中 的 脱 ， 

Ace KAN e( 了 ) 值 的 变化 
鉴于 大 分 子 中 叶 哈 和 喀 啶 环 系 的 定向 对 紫外 吸 政 具有 敏感 

仁 , 因 此 < 了 ) 值 对 有 晚 氧 友 糖 核酸 结构 的 改变 亦 非 常人 敏感 ,并 不 奇怪 。 
工 homas ”首先 观察 到 肌 氧 成 糖 核酸 洲 解 在 纯 水 中 或 者 在 省 
度 低 于 10 的 氧化 钠 溶液 中 会 引起 与 变性 同时 发 从 的 糙 构 的 
不 可 逆 变 化 。 虽然 这 些 变化 将 在 第 十 一 章 中 详 和 讨 论 , 但 仍 有 必 : 
要 在 这 里 强调 这 个 观察 的 重要 性 ， 因 为 这 可 能 对 发 现 这 个 糙 果 前 
押 下 的 结论 发 生 影 响 。 为 了 防止 这 种 不 可 逆 变 性 的 发 生 , 必须 将 
SES SPE ALR EAs fF TEI BEAK 1073 的 氧化 钠 溶液 中 ,并 且 在 


1 7 i he daa os es 
0 oi ee ; 
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| 制备 样品 或 溶解 过 程 的 任何 一 个 步 又 中 ， 电 解 质 的 溃 度 都 必须 不 
© 低 于 这 个 省 度 。 这 样 可 以 得 到 在 0.13f 氧化 钠 溶液 中 的 <(P) 值 大 
#8179 6400 的 溶液 (图 54), 将 核酸 盐 深 于 江 度 低 于 10-* M 的 电 
解 质 溶液 中 会 使 其 e(P) 值 增加 到 7400。 因 此 e(P) 值 可 以 作为 核 
酸 盐 变 性 的 一 个 很 好 的 指标 。 但 是 ,只 要 能 够 产生 省 溶液 , 则 仍 有 
可 能 将 肌 氧 成 糖 核酸 钠 洲 解 在 水 中 而 不 至 发生 显著 的 变性 。 但 随 
后 必须 用 电解 质 溶 液 加 以 稀释 。 


与 无 机 敲 子 的 和 结合 


Shack, Jenkins 和 Thompsett"* 首先 定量 地 研究 了 天 然 股 

氧 皮 糖 核酸 溶液 因 加 入 电解 质 所 发 生 的 e(P) 值 的 降低 情况 。 他 们 

观察 到 当 加 盐 于 膀 氧 成 糖 核酸 盐 溶 液 中 时 ,其 光 密 度 降低 。 虽 然 这 

些 研究 者 将 腊 氧 友 糖 核酸 钠 溶解 于 没有 电解 质 的 水 中 ， 但 所 得 到 

的 在 259mw 处 的 最 大 吸收 仍 表示 出 井 没有 显著 的 变性 发生。 但 

是 ， 他 们 所 作 的 对 镁 离子 结合 的 研究 指出 (参看 下 面 ) ARE 

变性 了 。 加 大 电解 质 对 在 259 mw 处 的 吸收 所 发 生 的 影响 表示 在 

BG 中 。 从 图 中 可 以 看 出 ,在 开始 时 吸收 的 减少 是 随 着 加 天 电解 

质 的 量 而 增加 的 ,但 在 高 汉 度 时 则 吸收 不 再 改变 。 从 图 86 显然 可 
以 看 出 加 大 电解 质 所 发 生 的 影响 与 阳离子 上 的 电荷 数目 有 很 大 

的 关系 ， 三 价 阳离子 在 溃 度 低 得 更 多 的 情况 下 对 吸 收 的 降低 比 

。 一 价 阳 离子 为 有 效 。 阴 离子 的 本 质 对 降低 吸收 似乎 很 少 影 响 。 
。 从 图 56 也 可 以 看 出 ， 使 吸收 发 生变 化 所 需 的 任何 二 价 阳离子 的 
ASF A eB EH Ek. Shack, Jenkins 和 
 ‘Thompsett'" 因此 断定 e(P) 的 降低 是 和 核酸 盐 与 二 价 阳 离子 的 
。 糙 合 同时 发 生 。 在 不 同 核酸 盐 省 度 中 所 作 的 研究 支持 了 这 个 见解 ， 
。 在 这 个 研究 中 发 现 吸收 光 贰 改变 的 程度 主要 是 一 个 二 价 阳 离子 波 
| 度 与 核酸 盐 杰 省 度 之 比 的 夯 数 ， 而 不 是 盐 省 度 本 身 的 画 数 。 
Lawleyttol 全 得 到 相似 的 车 果 ， 并 且 亦 企图 去 获得 核酸 盐 离 子 与 
个 别 阳 离子 的 结合 常数 。 他 所 发 现 的 这 些 阳离子 的 烙 合 能 力 是 按 
fa K* Nat Mg2+ H* 的 欢 序 而 培 加 的 。Oavalieridt4ol pon AGES 


— —_ - -, m 


‘ha oe peRRN At (=) 


x Mg2+ A Bat+ Ca2+ 
。 Nat (都 当 作 氛 化 物 ) 
。 Nat ( 当 作 琉 酸 盐 ) 


0.8L 


Log 阳离子 当量 数 / 升 


图 56 加 大 电解 质 对 腊 氧 皮 糖 核酸 钠 光 密 度 值 的 影响 

(J. Shack, R. J. Jenkins 和 J. M. Thompsett: J, biol. 
Chem. 1953, 203, 375°) 

子 到 核酸 盐 溶液 中 所 发 生 的 pH AAAI ST ERSTE ， 
固 地 与 核酸 盐 离 子 相 和 结合 ， 共 且 认 为 这 个 镁 离子 是 同时 与 磷酸 基 
团 和 有 扰 基 相 和 结合 的 。 镁 离子 与 气 基 的 糙 合 是 根据 在 氮 基 上 电荷 发 

生 改 变 的 pH 范围 内 镁 离子 对 吸收 光 计 兽 所 发 生 的 影响 而 证 实 的 。 
Katz? 全 对 氧化 示 与 腹 氧 友 糖 核酸 钠 的 相互 作用 进行 了 研 
究 , 但 在 这 种 情况 下 ,因为 核酸 盐 与 高 汞 离子 之 间 的 作用 是 如 此 之 
大 ， 饭 致 所 沉淀 下 来 的 主要 是 没有 作用 完全 的 脱氧 友 糖 核酸 的 高 
ng 前 研 究 过 县 生 这 国 下 全 于 生生 和 生 和 

PMA AGE 

jah 05 26-F ATHLETE ATK UE A 
SUA HP FOE SA SAS ER ES YOR PE FR 2 Hg Ser, REI hp By Be ie afe 
研究 。 因为 大 分 子 阴离子 能 与 阳离子 烙 合 , 因此 可 以 预期 到 在 后 
者 的 溶液 中 所 发 生 的 导电 度 增加 将 比 在 含有 同 波 度 电解 质 的 水 中 
了 不 发 生 的 导电 度 增 加 为 小 。 但 是 ,天 然 腊 氧 成 糖 核酸 的 导电 行为 公 


WES De tie LIRR Se Jah SANA LS A EE 229 | 
| ERAS IM A TBO BE Dr Be AY BSE MT SEALY, HERE 
星 分 子 的 有 效 迁 移 率 和 离子 导电 度 增 加 。 


Shack, Jenkins 和 Thompsetta43 首先 采用 这 个 方法 来 研究 
SET SRAM. BART ARE ATA 

PEAT, 因此 必须 认为 这 个 样品 已 沟 变 性 。 TEER 
”的 氧化 镁 沙 液 中 ， 发 现 含有 腊 氧 成 糖 核酸 钠 的 溶液 的 导电 度 比 不 
”含有 腊 氧 友 糖 核酸 钠 的 洲 液 的 导电 度 为 小 。8Shack、jJenkins 和 
Thompsetta4sl 解释 这 个 烙 果 认为 是 表示 镁 离子 与 核酸 盐 离 子 的 
强烈 精 合 。 他 们 还 计算 出 每 一 原子 磷 可 与 0.82 当量 的 镁 离子 
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* Mg?+ 当 量 数 _1 
2 ‘A [POF] 


0 2 4 6 8 10 12 14 
Mg?* BRE 当量 X104 
”图 到 用 Mg2+ 对 脱氧 核糖 核酸 钠 进 行 的 电导 滴定 比 导 电 度 的 增 
加 对 Mg?* 的 当量 省 度 作 曲线 
I. 用 Mg2+ 对 水 进行 的 痪 定 曲 线 ; OL. 用 Mg2+ 对 核酸 盐 离 子 进行 
的 滴定 曲线 (核酸 盐 省 度 为 3.4X10-4g/ml) 
(G. Zubay 和 P. Doty: Biochim. biophys. Acta 1958,29, 51 页 ) 
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fi Fo 


REWORK S| EEA) (图 58), Zubay 和 Doty" 对 
这 种 天 然 脱氧 友 糖 核酸 盐 的 性 质 的 解释 是 : BOF ae 
FASE, SEES TLE PIE A UE REE PE 
SaYA TRH LORGRESE ATS. AMA REE SE A EP 
KABA T , 这 一 千 果 会 使 导电 度 增加 。 TA 


Mg2+ 离 子 澳 度 当量 X104 
图 58 用 Mg?+ 对 变性 脱氧 友 糖 核酸 盐 进行 的 电导 注定 
I. 用 Mg™ 对 水 进行 的 滴定 曲线 ; IL. 用 Megat 对 核酸 盐 滥 行 的 满 ” 
定 曲线 (核酸 盐 省 度 为 2.6X10-3 g/ml) 
(G. Zubay 和 P. Doty: Biochim. biophys. Acta 1958, 29, 52 i) 


Zubay 和 Doty” Si UR PAE ERR ES 
TIX SER, HERES Shack, Jenkins 和 Thompsett"* Agee RA ) 
aS, E00 EE VTE, res RR PTB Se BE 
BE SR HOSE TE TK VP BY SBE 9K (BT). (HA, FASE PER 是 
核酸 盐 样品 显示 出 与 Shack, Jenkins 和 Thompsett Pr M4 BIH 恒 
完全 相同 的 性 质 ， 即 含有 变性 核酸 盐 的 溶液 的 导电 度 要 比 相同 省 
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CAFES TMA RANE SRE RS AS, TI 
SRT . (A ES RUE, Eh ee AE 
， 度 是 这 样 的 , 即 当 与 水 洲 液 的 导电 度 相 比 时 ,核酸 盐 溶液 的 导电 度 
是 减 小 了 。 在 这 种 情况 下 , 因 离 子 的 车 合 所 造成 的 核酸 盐 离 子 的 
更 低 的 迁移 率 比 用 于 补偿 抑制 分 子 间 的 相互 作用 而 使 粘度 降低 的 


” 歼 应 为 大 。 


鉴于 用 与 镁 离子 的 结合 来 解释 对 天 然 股 氧 友 糖 核酸 所 测 得 的 

| 导电 度 具 有 困难 ,因此 Zubay 和 Doty” 采用 平衡 透析 法 来 测定 

， 在 0.231 RE HRT SRA RA, 并 发 现 、 

。 其 糙 合 程度 (59) 比 镁 离子 与 变性 的 核酸 盐 的 车 合 程度 要 低 得 

| 多 ,他 们 所 得 到 的 精 合 量 为 每 一 原子 磷 只 有 0.71 当量 的 镁 ， 这 与 

Shack, Jenkins 和 Thompsettdss 所 得 到 的 数值 0.82 相当 接近 。 
60 


r/[Mg?*] 
3 


0 0.04 0.08 0.12 0.16 0.20 0.24 
r 


图 59 7£0.2M Aiea Me* 与 脱氧 核糖 核酸 盐 的 糊 合 。 糙 
合 的 Mgs2+ 与 每 个 核 若 酸 之 比 用 人 代表; Ky 是 猎 合 常数 , % 是 每 
PPAR EAB 
(458 G. Zubay 和 P. Doty: Biochim. biophys. Acta 1958,29, 50 页 ) 


WES, SCE AK ERE Ves TR HS ES: ES BES Ue BE RRA Ade ET 
关于 与 钠 离 子 结 合 的 一 些 知识 。 大 部 分 的 多 聚 电解 质 是 相当 和 柔软 
的 分 子 ; 当 将 它们 的 钠 盐 浴 液 稀 酸 时 ,只 能 观察 到 当量 导电 度 的 些 
微 增加 。 这 通 常 被 解释 为 是 由 于 和 核酸 盐 离 子 结 合 的 反 离 子 解 离 
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JO A BEACH 1 ES KF} FBS HO TT PN 
RACE AMER. 但 是 , BOE DS 
F, SLM, RAH, AAR 
REL EEE DAD FPA HORS, Sr SE — Ee SI, 量 
Da Ahi Ci KB Fe 8 AVS TE OE FEA 
Rie AT HME BEB IHN HE SF 3, 3k Sa Sa Fn 

数据 (图 60) AREA, Abe FT DUE EY SSeS EERE 
FBS FJ DL va, Ga HE A Fee 


0 30 40 
站 er Ag 
图 60 RESALE BARREN TE 7k Hh By 4S: 
(G. Zubay 和 P. Doty: Biochim. biophys. Acta 1958, 29, 49 页 ) 


Zubay 和 Doty” PAH, LA SNES SS FANG 
BFS MRL ES FW A FETA Nat, Mg?*_ Ou? 的 顺序 而 
证 大。 钠 离子 只 “是 轻微 地 结合 着 而 且 不 是 位 于 特殊 的 位 置 上 ; Be 
离子 的 结合 是 比较 牢固 的 ， 但 是 糙 合 的 程度 仍 稚 认 为 不 能 牢固 到 
这 样 的 程度 以 致 能 够 指出 镁 离子 是 位 于 特殊 的 位 置 上 。 但 {Az , Gil 
FSF BU EES PRAY BLE Al shin 4a, Ti ASAE HAF 
BITS ARSE PAW 2 AT RAR HE He J 

x 


了 


i“ o 
oa 
a 
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与 有 机 离子 的 千 合 
核酸 能 与 有 机 染料 相 夭 合 ,已 经 知道 了 很 久 ,而 且 成 为 检查 类 


r HEL ELA PA ELA SET, (EERILY Rie) IZ 


Het Ie Ne Ag HLA AGE Ae LEAR TET TOA OE 


作 现 在 更 扩 KAAS ASE BANE A FS RE 
«CBRE AH eA CBA) Ee A AEE. ILE 


WY GE DORE A Be HY A AS HNL ll FY FF FE A is AY 
Bank 和 Bungenberg de Jong) 从 观察 其 些 染料 与 胶体 颗 
粒 相互 作 用 后 所 发 生 的 吸收 光 计 的 特殊 改变 ， 即 所 谓 偏 色 效 应 
(metachromatic effect), SEHR TRA SEES Ee A 
作用 。 对 一 些 染 料 来 讲 , eS De AS i 
产生 。 这 就 导致 这 样 的 见解 , 即 这 个 效应 是 与 染料 聚集 成 胶体 胶 
胞 (micelles) A. 而 那些 不 需要 有 胶体 颗粒 存在 序 能 表现 出 这 


个 效应 的 染料 信和 破 指 出 是 在 次 液 中 产生 了 聚集 。 


ae . 


Michaelis™**>"_ Lawley*)_ Massart, Coussens 和 Silver™® 


与 Weissman, Carnes, Rubin 和 Fisher” 用 觅 氧 成 糖 核酸 作为 


开始 物 对 这 个 效应 作 了 广泛 的 研究 。 如 果 一 个 多 聚 电 解 质 分 子 中 


的 两 个 有 关 糙 合 位 置 (如 为 阳离子 染料 , 则 为 盈 电 荷 的 位 置 ) 间 的 


”距离 是 小 的 , 则 根据 两 个 或 多 个 邻近 位 置 是 否 已 沟 补 占据 ,染料 阴 


离子 所 占 的 相 邻 位 置 ,若是 空间 尤 许 的 话 , 象 分 子平 面 几乎 垂直 于 
多 聚 电 解 质 的 分 子 表面 的 平面 构 型 的 位 置 那样 ， 将 构成 二 聚 ?或 


”三 聚 ? 类 型 的 染料 结合 。 在 溶液 的 所 有 了 p 互 值 在 大 狗 是 工 以 上 时 ， 


由 于 分 子 中 有 和 荷 电 的 磷酸 基 团 存在 ， 在 腊 氧 友 糖 核酸 盐 阴 离子 上 


每 8.4A 处 都 有 一 个 色 电 荷 。 如 果 每 个 磷酸 基 团 都 与 一 个 染料 离 


子 竺 合 , 则 相 邻 的 两 个 离子 将 处 于 充分 接近 的 位 置 ,使 在 它们 之 间 
能 够 产生 van der Waals 力 的 相互 作用 ， 以 和 致 可 以 引起 染料 吸收 
光 计 的 改变 。 Lawley” 因此 认为 在 表示 这 个 效应 的 染料 (例如 
了 玫瑰 红 ) 的 吸收 光谱 中 所 产生 的 新 的 吸收 峰 是 由 于 染料 产生 聚合 
作用 所 引起 ,因为 当 染 料 深 液 的 渡 度 二 加 时 ,染料 是 与 核酸 盐 大 分 
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FETE AM. Alb Si SFA RSM: ) ae 
的 两 边 位 置 彼 钠 离子 所 占据 或 未 被 钠 离子 所 占据 ，(2) FRR’, 
它 的 一 个 相 邻 的 位 置 彼 一 个 染料 阳离子 所 占据 ,和 (38) ARS? A 
邻 的 两 个 位 置 都 被 染料 阳离子 所 占据 。 从 这 些 考 虑 出 发 似乎 所 
涉及 的 精 合 位 置 是 与 简单 的 无 机 离子 相 烙 合 的 位 置 相同 。 事 实 上 。 
偏 色 效应 可 以 因 和 氧化 钠 深 小 的 汉 度 大 大 培 加 而 受到 抑制 呈 2 。， 
Oavalieri 和 Angelos'®®! 用 玫瑰 和 红 武 验 和 用 平衡 透析 法 所 得 
的 结果 以 及 Oavalieri、Angelos 和 Balis” 2 用 玫瑰 首 和 和 氧化 三 甲 
(2-( p- FRESE AE) KR Ltrimethyl-( p-( p-hydroxy benzeneazo)- 
phenyl)-ammonium chloride) 试验 和 分 配 分 析 法 (partition ana- 


lysis method) 所 得 的 烙 果 都 支持 了 阳离子 染料 的 糙 合 位 置 与 无 机 


离子 的 糙 合 位 置 是 相同 的 结论 。Irvin il Irvin Fj O-S EM we A 
验 所 得 的 千 果 亦 与 这 个 竺 论 相 符合 。 和 上 面 所 计 论 过 的 一 价 和 二 
价 无 机 阳离子 的 结合 力 的 相对 强度 一 致 , Lawleyaell65 、Oavalieri、- 
Angelos 和 Balis™>*! Peacocke 和 Skerrett"®! 发 现 二 价 的 无 机 
阳离子 取代 所 千 合 的 有 机 阳离子 的 能 力 要 比 一 价 阳 离子 更 为 
有 效 。 

根据 他 们 所 进行 的 玫瑰 氏 与 腹 氧 成 糖 核酸 盐 离 子 糙 合 的 研 
究 , Oavalieri 和 0 发 现 他 们 的 结 采 不 能 服从 下 面 的 简 
单 关 系 式 : 

kr 


式 中 7 Jy a geen sa 6 为 平衡 时 的 
UREE, n 为 每 个 分 子 烙 合 位 置 的 数目 , 夏 为 特性 烙 合 常数 (instfrin- 
sic binding constant) 。 他 们 断定 这 个 偏差 并 不 是 二 于 相互 之 问 
的 静电 引力 作用 所 引起 ， 因 此 用 染料 分 子 具 有 两 个 不 同 亲和力 的 
糙 合 位 置 来 解释 他 们 的 结果 ， 井 有 旦 认为 这 两 个 位 置 都 是 单 酷 化 和 
三 酯 化 的 磷酸 基 团 。 为 了 要 解释 实验 的 数据 ,所 需要 假定 的 童 酯 化 


OnE It He Ri re ko 二 至 十 之 间 。 这 样 大 
量 的 单 酯 化 友 酸 基 团 的 存在 会 信人 认为 ， 这 个 大 分 子 不 是 带 有 很 
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多 的 支 链 ,就 是 象 Dekker 和 Schachman™™ 所 认为 的 在 单独 的 多 
” 核 苷 酸 链 中 有 很 多 的 裂隙 。 


虽然 早期 的 SREP R SPIER HL — AE 
SPE TAR LAO RTE PAE AY ALE DETER Re 
RRM (24 174 页 )， THT A ETE A AN EAS: FO 
| SPA OR ee RI, eRe 
ASE. Heilweil 和 van Winkle" 在 发 展 了 Oster") 用 分 
配 分 析 观 察 其 相互 作用 对 觅 氧 成 糖 核酸 消灭 咱 啶 黄 蒙 光 所 作 的 研 
Fa, 为 了 要 和 Oavajlieri 和 Angelos 的 实验 千 果 相符 合 ， 亦 断定 
了 糙 合 的 位 置 是 不 均一 的 ， 并 且 有 一 小 部 分 的 位 于 具有 较 大 的 特 
性 亲和力 ,而 大 部 分 的 位 置 则 具有 较 小 的 特性 亲和力 。 但 是 在 另 
一 方面 , vin 和 Irvin? 从 研究 9- 氨 基 叮 啶 与 腊 氧 友 糖 核酸 业 
合 的 糙 果 和 Lawley*” 根据 5- 氮 基 咱 喧 和 玫瑰 红 的 车 合 ,都 报道 
了 没有 结合 位 置 的 不 均一 性 的 证 据 。 

Peacocke 和 Skerrett'®? 似乎 已 解决 了 针 合 位 置 的 不 均一 性 
问题 。 他 们 在 妖 狂 研究 了 各 种 氨基 咱 啶 与 腹 氧 成 糖 核酸 的 糙 合 情 


RUF BB 一 和 7 之 问 的 直 萎 关系 (图 61) ， 而 这 个 直 姜 关 


。 在 20"0 时 不 衡 透 析 
o Ji: : 


10-3xXr/e 


0 0.10.20.30.40.50.60.70.80.91.01.11.2 | 
r 
图 61 AR eRe RRO (T=0.10) 与 前 黄 素 的 糙 合 情况 。 RAMS AIRE 
Hy 0 克 分 子 / 升 时 每 个 核酸 盐 离 子 所 猪 合 的 络 合剂 的 数目 用 > RRA 


(A. R. Peacocke #0 J. N. H. Skerrett: Trans. Faraday 
Soc. 1956,52, 27234) 
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8 LUTE to MIE RATER OO. HOSES Se 
Cavalier! 和 Angelos!" pie SRIE ADL, SER CLARE 
Sy BAR Bi PK WG AEA (BEM) . (432, Peacocke © 
和 Skerrett"! 4: HFK FEM BE, IK ATA 
pe Sete HE SHE (A 62) HIER S TE PA 
FPF fey DE BEARS HE A LE OEE WB, 
FLAG HERI FS NO YE. Peacocke #1 


Skerrett 因此 委 用 前 黄 素 分 子 问 的 结合 ， 亦 用 前 黄 素 一 一 前 黄 素 量 


分 子 在 核酸 盐 表 面 上 的 相互 作用 来 解释 他 们 所 得 的 精 果 。 这 种 解 
ESSA AH BMAP ROE ARR: BSA 
PWR LYRA SRBREAMEARE EER 
— PGA EBS, BO, MOOR RSHABR 
BeBe SAMARAS RED AH, Be ， 
生 一 个 极 弱 的 结合 。 看 来 很 可 能 这 样 的 结合 机 制 也 可 以 恰当 地 用 
以 解释 Cavalieri 和 Angelos*** 以 及 Heilweil 和 van Winkle™& 
所 得 的 实验 和 结 果 。 因 此 可 以 断定 在 核酸 盐 离 子 上 的 精 合 仁 置 是 均 
一 的 ， 这 个 精 沦 与 发 展 到 目前 为 上 的 关于 觅 氧 友 糖 核酸 千 构 的 李 
念 是 符合 的 。 


0 10 20 30 40 50 60 70 80 90100 130140 ~ 
Ure HE mg/Ft 
图 62 4£ 20°C #7 pH 6.9 (T=0.1) AP earl ER 
WEED BB LEB 5 BI IESE HE A TE tis HS 8 & FB Ey 0 He 
FSF-/FAW$ BEY, ih FATE AH NR Br egeas 


(A. R. Peacocke 和 J. N. H. Skerrett: Trans. Faraday Soc. 
1956, 52, 273 页 ) 


ee 
. 


— a 


Morthland, de Bruyn 和 Smith**” Di & Lawley" xt 


| 同 的 有 机 阳离子 的 精 合 力 进行 了 比较 。 二 价 阳离子 如 2, 8-— & 

基 叮 啶 比 一 价 阳 离子 烙 合 得 更 牢固 ， 这 是 一 个 与 简单 的 无 机 阳 离 
子 相 似 的 性 质 ， 而 且 可 能 是 由 于 二 价 阳 离子 同时 与 相 邻 的 两 个 二 
和 价 磷 酸 基 团 和 结合 的 称 故 。 氨 基 咱 啶 的 烙 合 力 比 玫瑰 氏 的 糙 合 力 
要 强 得 多 8a ,并 且 这 个 糙 合 会 因 核酸 变性 93468160 和 除去 味 啥 碱 
FE MIA SMAAK, ARI DUE ER 


BRAG UB BS EAs Wi ATE We Ti A Jis RIK REG SA ENY the Fs PG ARTA 
更 特殊 的 、 可 能 是 7-H OA EET SEAS. IP BPE Ae 


”具有 电荷 的 氨基 与 磷酸 基 团 问 的 相互 作用 的 添加 ,而 且 更 为 专 一 ， 
”其 专 一 性 随 着 一 种 化 合 物 到 另 一 种 化 合 物 而 变更 。 


Zubay 和 Doty) 便 用 平衡 透析 法 去 找寻 腊 氧 成 糖 核酸 与 某 


” 些 所 基 酸 间 的 专 一 相互 作用 的 实验 证 据 , 他 们 没有 观察 到 糙 氨 酸 、 
” 谷 氨 酸 或 精 氨 酸 中 有 这 样 专 一 相互 作用 的 证 据 ， 虽 然 最 后 一 个 氨 


。 定 烙 合 的 程序 并 不 涉及 腊 氧 成 糖 核酸 盐 离 子 形状 的 可 以 蕊 别 的 改 


基 酸 结合 得 比 其 他 两 个 更 牢固 。 它 与 腊 氧 成 糖 核酸 最 可 能 是 借 非 
专 一 的 静电 引 方 的 相互 作用 而 千 合 的 。 全 痉 用 了 各 种 不 同 实验 技 
术 广 泛 地 研究 过 腊 氧 成 糖 核酸 与 蛋白 质 之 问 的 相互 作用 9a9dles> 
49 ， 首 且 介 发 现在 适宜 的 DH 和 离子 强度 的 条 件 下 有 可 溶性 的 烙 
合 物 生 成 。 但 是 ， 没 有 观察 到 有 任何 专 一 车 合 的 证 据 ， 因 此 便 断 


que 


{ 


' 


FEFE AE Fil 1 BE REI HAE 


CREE BRAK DYES EA) FE Es A IE BT 
具 的 性 质 。 Geiduschek 和 Gray 48 Hi AFR EA De BE AK 
BAILS TOCA ZA fife ASE FT HBS AR BI Td FG ES BB A SEG Se = 
BR, RUA HT DL eT FE PY Co REET ET 
法 使 其 溶解 在 乙醇 中 ;最 后 对 98% 乙醇 进行 透析 就 可 以 得 到 觅 氧 
友 糖 核酸 溶解 在 乙醇 中 的 溶液 。 
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Coates 和 Jordan") @ Ha HRT Geiduschek 和 Gray Wy 
工作 ， 他 们 发 现 所 得 到 的 沉降 界 区 与 从 觅 氧 成 糖 核酸 在 0.2M SR 
化 钢 沙 液 中 所 观察 到 的 有 明显 的 不 同 , 即 前 者 不 是 超 少 晰 的 界 区 ， 
但 迅速 扩散 ,生成 一 个 正常 的 对 称 界 区 。 所 测 得 的 沉降 系数 极 高 ， 量 
在 50 到 1108 之 间 , 虽 然 从 光 散 射 法 吕 2 测 得 的 分 子 量 与 从 水 和 次 液 © 
中 所 观察 到 的 没有 多 大 差别 。 BFK 以 及 沉降 和 扩散 的 “ 

行为 Ge 都 表明 分 子 大 小 从 在 水 洲 液 中 伸展 的 自由 答 曲 到 在 乙 Be 
aa 自由 省 曲 有 显著 的 表 观 减 小 。 但 是 ， 
这 个 效果 不 单 是 沙 剂 改变 的 效果 ， 但 将 依 里 于 在 使 溶剂 改变 的 透 

析 过 程 中 所 必须 发 生 的 变性 程度 。 | 
GEE =) 
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”第 十 一 章 核酸 的 和 料 构 (四 ) 
有 晚 氧 成 糖 核酸 的 变性 和 降解 

5 | 
FER IRIE ART Tb FEI SPI 1G EE, 


Dll 


SE BASIE EIS 5 EAT TAD AE AL EL 
FE: FE Se AHS RM Sa HS AES RF SE OY Fe Be BE AT EIA 


Fa] So AEE OG Ba Hy WES I EER SAT AE, jc BOR ES APR 
FAG DREAD AVG , RAR a BRE FET 
共 价 键 或 同时 破裂 这 两 种 类 型 的 键 而 产生 。 与 蛋白 质 中 所 发 生 的 
过 程 相似 ,因为 氨 键 的 断裂 一 般 不 发 生 分 子 量 的 改变 ,因此 氨 键 的 
断 现 称 为 变性 & sa 。 如 果 所 有 的 氨 键 完全 断裂 ， 则 可 能 为 完全 变 
PE, 不 过 变性 往往 是 不 完全 的 , 而且 在 某 些 条 件 下 变性 是 可 适 的 。 
多 核 巷 酸 链 中 共 价 键 的 破裂 ,不论 有 没有 伴随 着 氨 键 的 断裂 ,总 是 


一 个 比较 剧烈 的 不 可 逆 的 过 程 , 因此 一 般 称 为 降解 。 为 了 方便 起 
。“ 昂 , 特 将 天 然 肌 氧 成 糖 核酸 的 这 两 种 分 解 过 程 分 别 加 以 时 论 。 


腕 氧 友 糖 权 酸 的 变性 


Gulland, Jordan 和 Taylor J, WBA Ne Hey ee ee 
或 碱 处 理 后 就 不 再 产生 天 然 腕 氧 成 糖 核酸 所 特有 的 异常 涌 定 曲线 
(BBAILE), BIA MABE EAN HBS, BPM tink FI ME ak 
fy AL AN— NH—OO— #5) SEES, , BIE 0 ot 2 AY EF He i J A HE He) 
这 些 分 离 在 pH 7 的 溶液 中 只 能 部 分 地 恢复 。 因 此 Cosgrove 和 
Jordang- 人 7 指出， 加热 后 的 腊 气 碟 糖 核酸 溢 液 亦 不 产生 异常 的 注 
eee, Het Thomas”” 指出， BA pew HRA We FE 259m 处 
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的 紫外 吸收 的 不 可 邀 增加 不 仅 发 生 在 使 溶液 受热 时 和 PH 在 极限 
时 ， 而 且 也 发 生 在 将 外 加 电解 质 的 溃 度 降低 到 低 于 某 一 临界 值 时 

(车 外 加 电解 质 为 氧化 钠 则 为 10? 至 10-2f， 若 为 氧化 镁 则 为 
10-° 3 10-°M) 。Inman 和 Jordan™ 也 指出 , 当 相 当 江 的 脱氧 成 
ETRE TA TOO PERRI ERY, WARE. 某 些 试 是 
Al, RAMECHARAWO RR, wie LE. A 
BRAS VRS Bs TD ee eA IB , TE ES 
解 在 纯 水 或 非常 稀 的 电解 质 深 液 中 、 用 非常 强 的 酸 溶液 或 破 深 液 
处 理 、 加 热 以 及 采用 能 够 使 氨 键 断裂 的 试剂 。 现在 将 这 四 种 方法 a 
FEUD DA ite 0 | 


溶解 在 水 中 或 稀 电 解 质 溶液 中 的 变性 


烙 构 的 改变 对 觅 氧 皮 糖 核酸 溶液 在 259 mye 处 的 紫外 吸收 的 “| 
改变 非常 灵敏 。 象 在 第 十 章 (225 A) LMM, 天然 脱氧 成 糖 
URGE 259 mp 处 的 e(P) 值 远 低 于 一 个 理论 核 背 酸 混合 物 的 诈 “ 
算 值 。 因 热 、 酸 或 碱 引起 的 变性 已 知 其 能 使 <(P) 值 增加 。 但 是 ， 
只 有 用 水 解 使 进一步 降解 到 核 背 酸 和 核 背 后 才能 产生 一 个 接近 于 
理论 的 数值 。 
Thomast,s 观察 到 若 将 原先 溶解 在 相当 省 的 电解 质 洲 液 中 的 
觅 氧 友 糖 核酸 溶液 的 电解 质 波 度 降低 ,但 保持 核酸 江 度 不 变 , 则 发 
生 s(E) 值 的 增加 ,其 数值 与 从 热 变性 所 得 到 的 数值 相似 。 并 且 也 
观察 到 这 个 过 程 是 不 可 敌 的 ; 加 电解 质 到 原来 已 洲 解 于 水 的 或 非 


首 稀 的 电解 质 溶液 的 脱氧 友 糖 核酸 溶液 中 虽 可 降低 其 <e(P) 值 ,但 ， 


不 能 降低 到 原来 天 然 核酸 盐 的 数值 。 这 种 性 质 在 图 63 heRBA, ， 
中 表示 出 光 密 度 随 着 氧化 钠 和 硫酸 铀 淡 度 的 改变 。 原 来 的 天 然 觅 

氧 友 糖 核酸 是 溶解 在 1M 氧化 钢 深 液 中 的 。 在 稀释 氧化 钠 江 上 度 到 二 
接近 10° M 以 前 光 密 度 不 变 。 当 氧化 钠 淡 度 被 稀释 至 10- 下 去 
ES, 光 密 度 增加 至 一 极 大 值 , 大 锡 较 原来 数值 大 2 多 。 增加 氧 
FOSS BE BFF Ae the BE Aj Ass RE EE, (REE SA BC 
开始 的 数值 高 11% Fes. 7X PPR RE FSGS BSR NY Je ae RE 
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0.500 


| 一 10g C Nacl 一 1og C mgso, 
图 .63 因 降 低 或 增高 电解 质 省 度 的 腊 氧 皮 糖 核酸 深 波 在 260 mw 处 的 光 密度 的 改变 
(R. Thomas: Biochim. biophys. Acta 1954, 14, 233 页 ) | 


(ANOS Thomas®” 得 出 这 样 的 结论 ， 即 已 经 发 生 了 不 可 闭 
变性 。 oe: 
IE SER Se BG A FV AR TY SS PE AS Ek BE 
SS — Wf FR FE PE ORS HE PS YOR Hp SIS LT OR SS 
SEILER CAE DE TE EVR BIA WY DL Pe Ae ESE 
性 的 条 件 。 ARORA EERE NCB EDR e(P) 值 还 可 以 作为 因 
任何 特殊 处 理 或 在 制备 过 程 中 所 发 生变 性 的 程度 的 指标 。 这 个 制 
， 备 腊 氧 成 糖 核酸 的 满意 制品 的 标准 是 由 Ohargaff 首先 提出 的 
| (参看 第 二 章 13 页 ) 。 已 经 刀 录 在 文献 中 的 芙 正 未 变性 的 天 然 核 
酸 制品 在 259 mw 处 的 e(P) 最 低 值 从 6000 改变 至 7500, 虽然 大 
多 数 的 e(P) 值 是 在 6300 至 6600 的 较 狭 的 范围 之 内 。Inman 和 
Jordan™!) 从 小 牛 胸腺 觅 氧 成 糖 核酸 的 五 个 不 同 制品 的 仔 壮 研究 
车 果 得 到 的 数值 为 6657, 其 他 的 数值 是 在 6613 与 6705 之 问 。 象 
上 在 第 二 章 (14 页 ) 中 所 述 的 ,可 以 认为 在 259 mw 处 的 e(P) 值 6600 
是 指 天 然 核酸 制品 的 e(P) 值 。 
从 图 63 +h Ary "Thomas! 的 实验 数据 可 以 明了 ,不 同 电解 
| 质 对 股 氧 友 糖 核酸 溶液 光 密 度 的 影响 是 相似 的 ; 从 腊 氧 戊 糖 核酸 
的 氧化 钠 和 硫酸 位 溶液 中 除去 或 加 太 电 解 质 所 得 到 光 密 度 的 极限 
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(Esa. (BE, WS TAS FS RR, 5 BSE PERS FRE 
BEREFSA HTB THRR, RBe aa A 10%? ~10°M © 
# 10° ~107-*M (JR 3cSC(a BT SAH, LBcIE——#4) 0 
Oavalieri, Rosoff 和 Rosenberg" 4 #3" J ix JE HEA EN 
机 制 ,他 们 的 研究 结果 诈 实 了 ,并 大 大 推广 了 Thomas 的 实 难 。 降 
ASK, HE fF JO US BE BY es 2S RE YY FB Ty 5S EA CY BRS Ue BE AG Se (SB 
看 图 64) ; 这 几乎 可 以 肯定 是 由 于 核酸 盐 反 离子 对 离子 强度 所 发 
生 的 作用 ， 也 可 能 是 由 于 在 制备 过 程 中 从 氧化 钠 盗 液 中 沉 证 腹 氧 
成 糖 核酸 钠 时 存在 有 少量 残余 的 氧化 钠 的 乡 故 。 对 变性 机 制 的 解 “ 
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光 密 度 增 加 的 多 


于 —log RB FIRE 
mes 图 64 在 中 性 溶液 中 (pH 6.5~7) 4ehye ERE ERE RE SR 
粳 核 酸 钠 溶液 的 光 密度 的 一 高 
Bite 4 #1B,0.017x10-8 g/ml; 曲线 C, 0.12Xi0-3g/ml。 fh 
WD, 0.25x10-9 g/ml, thee B searte PH. 7.7 mp Mesh YM ERY 
FEMA, FEM Eva te — eh ft 2475 YE AMER (0.75 x 10-8 


0.0069 x 10-8 g/ml) 与 水 接触 时 的 光 密 度 增高 对 反 离 FiR FAI 
(488 L. F. Cavalieri, M. Rosoff 和 B. H. Rosenberg: J. Amer. 
chem. Soc. 1956, 78, 5242 A) 
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: PAAR ERUWE Cavalieri, Rosoff 和 Rosenberg” 的 观察 ， 


朗 若 将 腹 氧 成 糖 核酸 钠 溶解 于 pH 8~9 的 水 中 使 所 成 的 溶液 的 
pH 变 为 近 于 7.5<8 时 , 则 腊 氧 成 糖 核酸 钠 不 会 发 生变 人 性。 虽然、 
Oayalieri, Rosoff 和 Rosenberg" 没有 裔 明 怎 样 取得 这 样 的 “水 ，， 

但 是 可 以 推测 到 这 样 的 “水 ?是 由 加 大 极 微量 的 氨 氧 化 钠 于 除去 离 
子 的 燕 饮水 中 而 制 得 的 。 制 成 一 个 近 于 10-51N RS AT 
使 水 的 pH fh 7 变 为 9, 这 一 江 度 远 小 于 1-1 价 离子 的 电解 质 防 止 
变性 所 需 的 临界 度 ,因此 断定 在 pH7.5 时 没有 发 生变 性 是 由 于 
p 也 改变 的 影响 ,而 不 是 由 于 离子 强度 的 微小 改变 所 致 。 向 pH7.5 
的 核酸 盐 洲 液 中 加 大 酸 可 以 产生 两 个 明显 的 光 计 升 高 ,一 个 在 
pH7，, 另 一 个 在 p 也 4.5( 图 65) 。 上 比较 图 65 Hy A Fn Bp Ith 
e (它们 是 在 无 氧化 钠 和 10° M 氯 化 钠 的 溶液 中 得 到 的 ) 时 指出 
曲线 4 中 的 两 个 不 同 的 组 [A(1) 和 A(2 力 都 参与 光 讲 的 变化 ,一 粗 
[A(2)] 对 离子 强度 的 关系 很 大 , 另 一 组 [A(1)] 则 很 少 受到 电解 质 
存在 的 影响 。 Oavalieri, Rosoff 和 Rosenberg" 委 对 这 些 和 结果 作 
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图 65 IRA RIAN GRA SEAR RENE ERE 
核酸 为 根据 的 KE 人 耻 ) =6, 300) 


曲线 4 是 在 水 中 测 得 的 ; HR BAC 分 别 在 10-3 Fp 0-2M 氛 化 钠 中 测 得 的 
(L. F. Oavaiieri、M. Rosoff 和 B. H. Rosenberg: J. Amer. chem. Soe. 
1956, 78, 6242 页 ) 
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了 解释 ,认为 除去 电解 质 所 产生 的 变性 与 酸 变性 相似 ( 套 看 后 面 )， 
是 质子 加 到 脱氧 成 糖 核酸 盐 的 碱 基 中 的 车 果 。 这 些 碱 基 鹤 鉴定 为 
顺 喻 碱 和 喀 啶 碱 的 氨基 ,在 正常 情况 下 它们 的 DKI 值 在 3 一 5.5 范 
MA (BBE 18,214 页 ) ,但 在 低 离子 强度 的 溶液 中 与 磷酸 基 团 正 
常 配对 的 反 离 子 扩散 有 离 , 留 下 裸露 的 磷酸 基 团 , 这些 基 轩 产生 强 
电场 效应 。 根据 Cavalieri, Rosoff 和 Rosenberg Ay WE ,这 些 基 团 
会 使 气 基 的 pK, (AFH ES pH7。 这 些 数值 与 烈 在 表 18 中 (214 
页 ) 的 不 相符 合 。 表 18 中 的 数值 表示 出 在 离子 强度 为 雾 时 的 最 弱 
的 氨基 为 胞 喀 啶 的 氨基 ,其 PE 值 为 5.25。 和 但 是 ,必须 回 亿 一 下 ， 
这 些 数值 是 从 将 在 相当 高 的 离子 强度 下 得 到 的 数值 外 推 至 无 限 稀 
释 时 所 得 到 的 。 在 这 些 离子 强度 下 , 这 里 所 考虑 的 电场 效应 并 不 
发 生效 力 。 因 此 很 有 理由 可 以 认为 由 裸露 的 磷酸 基 团 所 产生 的 电 
场 效 应 能 够 产生 这 样 大 的 PK: 值 的 移动 。 

Oavalieri, Rosoff #1 Rosenberg”! 用 这 样 的 假定 ， a JUAN Hit 
BEBE OR ie i MEI HT BRE, A 
而 在 聚集 体 中 心 的 磷酸 基 团 所 千 合 的 反 离子 不 易 扩 散 腊 离 来 解释 
涉及 两 种 类 型 氨基 (BN 65 中 在 曲线 A 上 的 满 定 范 园 1 和 2 的 
观察 0a 。 因 此 这 些 磷酸 基 团 没 有 解 离 , 不 能 对 邻近 的 氨基 产生 电 
盟 效 应 ,因而 这 些 氨基 没有 PK4 转移 。Oavalieri、Rosoff 和 Rosen- 
berg” 认为 有 pK, 转移 的 基 团 是 篇 嘎 哈 的 氨基 ，TDK 从 2.5 转 
移 到 7。 因 此 这 些 研究 者 描述 变性 的 机 制 为 质子 加 在 饲 味 界 的 氨 
基 上 , 糙 果 破坏 了 邻近 的 氨 键 d2: 


| 
OC. 0-H b OH é 
SANS H 
re WS Ht of: V ek ee 
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TEL Zee , AEE IEA DCR YB ROR IE, BEE AES 
的 须 基 应 为 唯一 的 受 电 声效 应 影响 的 基 团 ; AZ 
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— «MA BRS BSE bite eS RA ED AE Pete (ID) 
(TTD) ATE AS EET BEBE SH KH A EF TH aes EY 
We oes AAT Ny WR The AY) BAO ARSE, DR AAT HY BE 
BY pK Gi ESE AF Ha Br ET SAS, 这 些 电场 效应 由 于 在 
(BSF aA BE TD PR BE A IE 9 ZEEE APB. HORE DRE 
车 合 的 车 构 中 胞 喀 啶 和 胸腺 喀 喧 的 氨基 在 低 离 子 强度 下 的 PKa 接 
近 于 7, 则 在 pH7 的 纯 水 中 这 些 氨基 将 有 一 守 被 中 和 ,， REL Se, 
键 断裂 和 分 子 变性 。 
在 流 有 加 入 任何 电解 质 的 情 妮 下， 服气 友 加 村 本 起 的 变性 
可 因 本 身 的 稀 积 而 发 生 。 如 果 将 觅 氧 成 糖 核酸 钢 溶 解 在 水 中 使 成 
相当 狂 的 洲 液 , 则 由 于 反 离 子 的 旗 度 高 而 不 发 生变 性 。 当 稀释 进行 
时 , 与 磷酸 基 团 结合 的 反 离 子 RE’, AT RS, 而 留 下 完全 带 
电 的 磷酸 基 团 。 于 是 变性 继续 进行 ， 其 方式 与 除去 电解 质 时 的 变 
性 相似 。Oavalieri、Rosoff 和 Rosenberg” 观察 了 这 个 过 程 ,这 个 
过 程 可 以 从 图 64 下 图 的 曲线 得 到 了 解 。 这 个 曲 蕉 指出 当 反 离子 溃 


光 密 度 / 光 路 


DNA 克 分 子 漠 度 X104 
66 股 氧 友 糖 核酸 钠 的 光 密 度 随 着 省 度 的 变化 
(R. B. Inman 和 D. O. Jordan: Biochim. biophys. Acta, 在 印刷 中 ) 
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度 ( 因 此 也 就 是 核酸 盐 江 度 ) 达 到 一 个 特殊 值 时 ， 光 密 庆 明显 地 增 
加 。 这 一 观察 可 能 是 Pouyet, Schiebling 和 Schwander™" F455 
得 到 的 。Dhaussy6a 也 进行 过 这 样 的 观察 ,他 发 现在 有 关 光 密度 随 
着 核酸 盐 江 度 变化 的 曲 炮 上 有 一 个 转折 点 。Inman 和 Jordan ， 
研究 了 这 个 变性 过 程 ， 发 现 不 仅 在 光 密 度 随 着 滤 度 变化 的 曲 纹 上 
有 转折 点 (图 66) , 而 且 在 电导 随 着 波 度 变化 的 曲 约 上 也 有 转折 点 
(图 67) 。 这 两 个 转折 点 都 出 现在 相同 尖 度 的 范围 内 。 备 释 到 低 于 
这 个 临界 滤 度 时 在 胸 氧 友 糖 核酸 盐 内 产生 了 不 可 逆 变 化 。Inman 
和 Jordan 认为 这 个 变化 就 是 变性 过 程 ,因为 肛 氧 友 糖 核酸 盐 在 临 
界 波 度 下 的 行为 与 热 变 性 的 核酸 盐 的 行为 相同 (图 66 和 67) 。 

在 高 度 稀释 时 , 股 氧 友 糖 核酸 盐 离 子 上 的 电荷 分 数 (每 克 原 子 
磷 的 电荷 ) 显 著 增 加 (图 58, 223 页 ), 因此 根据 磷酸 基 团 电荷 所 产 
生 的 高 的 静电 场 使 氨基 的 pK, 值 转移 的 机 制 可 以 适用 , 这 一 机 制 


4 FE 100°C BH 10 Bh 
x 46 100°C 时 100 3} 


# xX 105 


DNA 324>-+jBE x 104 
图 67 ESD Sika PR SAY ws S Ar BE A 
(R. B. Inman 和 D. O. Jordan: Biochim. biophys. Acta, 在 印 刷 中 ) 
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_ 45 Cavalieri, Rosoff 和 Rosenberg” ira: aeHy FA DLA RE ME AE ES 
子 强度 时 所 产生 的 变性 的 机 制 相似 。 但 是 ,与 其 认为 变性 的 机 制 
， 是 涉及 饲 味 喻 的 氨基 与 水 之 间 的 一 个 质子 的 变换 反应 ， Inman 和 
«Jordan 宁可 考虑 具有 和 氨 键 烙 构 的 水 等 取 核酸 盐 上 毛 键 位 置 的 机 
制 。 fo 

Ait PRG EO LF, BAR BEB 6 
性 (flow dichroism) "4° #138 5. We Wy BE FE HY DI as AS EBD 
子 缺乏 原来 腊 氧 戊 糖 核 酸 的 次 序 。 这 个 次 序 的 消失 是 由 一 些 氨 键 
破坏 后 两 个 多 核 背 酸 链 的 某 些 部 分 分 开 ， 然 后 这 两 条 和 柔性 的 单 链 
重新 排列 成 为 嘎 啥 环 和 喀 啶 环 不 再 平行 的 构 型 的 烙 果 。 并 且 毛 键 ， 
RRSP ERARAUCE™ 。 而 且 除 将 溶液 高 度 稀释 外 , 从 光 散 
射 测 得 的 均 方 未 端 距 亦 没有 多 大 改变 吗 。 但 是 , 特性 粘 数 旭 随 着 
用 水 稀 释 所 发 生 的 变性 程度 的 增加 9 而 下 降 ,， 井 且 在 光 密 度 开 始 ， 
升 高 以 前 ,分 子 变 得 更 柔软 。 


酸 碱 变性 
Gulland . Jordan #ii Taylor! 与 Greeth , Gulland 和 Jordan™® 
i Fe LS BB A ia BE HE SE SA ICS 7 WR AAR HY SE 4G REE 
permet 2b°O Ite pH 2.5 #0 11.5 PARSE, HAR ce th READ RARE 
”都 产生 显著 的 改变 (BAA 386, 172 页 ; A 387, 173 BF), m4AR 
=O PH KBB TN, HORE EAA EK, 这 些 
ERY LE] SET RE ORR. TR TTA 
理 后 是 否 对 分 子 量 产生 变化 与 这 个 原理 有 密切 的 关系 ,但 Oecil 和 
Ogston™ 与 Vilbrant 和 Tennent?” 的 早期 帝 降 和 扩散 研究 对 
是 这 一 点 井 没 有 得 出 精 论 。 应 用 广泛 接受 的 Watson 和 Orick fy Bt 
氧 成 糖 核酸 模型 能 使 涌 定 的 解释 和 在 分 子 的 基础 上 研 狠 分 子 的 大 
小 和 形状 变 为 可 能 ,并 具有 较 大 的 意义 。 
研究 股 氧 成 糖 核酸 的 酸 变性 和 碱 变性 的 一 个 困难 就 是 长 时 间 
的 酸 和 在 的 处 理 , 特 别 是 强酸 和 强 碱 的 处 理 亦 能 导致 分 子 的 降解 。 
因 些 , 在 可 能 的 情况 下 必须 用 实验 方法 区 别 这 两 个 过 程 。 象 原先 
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所 进行 的 那样 ， 将 江南 剂 濡 加 到 觅 氧 成 糖 核酸 溶液 中 以 改变 其 ， 
pH, 必然 会 产生 一 些 降 解 ;但 是 象 Reichmann、Bunce 和 Doty’ 
所 首先 指出 的 ， 将 脱氧 友 糖 核酸 洲 液 对 较 高 或 较 低 p 再 的 洲 液 进 
行 透析 ， 可 以 使 pH 绥 慢 地 而 不 太 剧 烈 地 改变 。 应 用 这 个 方法 ， 
Reichmann, Bunce 和 Doty", Thomas 和 Doty”, Schach- 
man”) 以 及 Ooatesc4 全 研究 过 用 酸 处 理 时 分 子 的 天 小 和 形状 的 
改变 , 而 Ehrlich 和 Doty”! 则 研 完 过 用 碱 处 理 时 的 相似 的 改变 。 
在 支持 Reichmann, Bunce 和 Doty 的 观察 时 Alexander 和 
Stacey”*) 的 光 散 射 研究 是 用 直接 加 酸 到 不 含有 电解 质 的 溶液 中 ， 
EMMY PH 变 为 2.2; 因此 酸 处 理 的 控制 是 比较 不 严密 的 , 它 不 
仅 产 生 了 变性 ,同时 也 产生 了 降解 。 | . 
当 在 0.2M 氧化 钠 中 进行 泛 析 使 pH 逐渐 降低 至 2.6 时 ,分 
子 量 井 没有 改变 ,但 是 腹 氧 成 糖 核酸 盐 离 子 则 有 了 明显 的 收 其 at2a。 
从 光 散 射 测定 的 千 果 所 计算 出 来 的 均 方 牢 径 在 pH6.5、3.0 和 
2.6 时 分 别 为 2050A 、1770A 和 880A 。 因 此 在 pH 8.0 时 核酸 
Hl BSH OM, 在 pH 2.6 时 收 粹 变 得 非常 明显 , 此 时 离子 
的 体积 鹊 为 在 pH 6.5 时 的 十 二 分 之 一 。 从 光 散 射 测 定 的 烙 果 吝 
算出 的 体积 变化 反映 在 随 着 PH ASEH REEL E (Be 
87,173 页 ) 。 当 pH REE 8.7 以 前 ,特性 粘 数 一 直 保持 在 溶液 
在 pH7 时 的 正常 高 数值 ,但 当 pH (KB) 3.7 与 2.8 之 问 时 特性 
WEE PME (Thomas? 所 观察 到 的 急剧 下 降 在 pH8.2 与 26 — 
之 间 ) 。 将 核酸 盐 离 子 与 碱 接触 亦 得 到 类 似 的 烙 果 廿 如 。Ehrlioi ， 
和 Doty “的 研究 千 果 表 明 , 从 光 散 射 的 研 完 灶 果 所 计算 出 来 的 萄 ， 
方 咎 径 从 pH7 时 (离子 强度 为 0.165) 的 2600A 降 到 T 百 也 时 的 
950A , 这 表示 分 子 的 形状 和 体积 的 改变 与 发 生 在 酸 中 时 的 情况 非 是 
第 相似 , 正 象 上 面 均 方 趾 径 数 值 所 指出 的 一 样 。 当 PHB. 
时 ,特性 粘 数 同样 保持 在 在 中 性 溶液 中 时 的 正常 高 数值 ,然后 即 惫 量 
剧 下 降 ”” 《图 87) 。 在 酸性 或 碱 性 溶液 中 的 相同 狄 窗 极限 GE 范 昌 
围 内 所 发 生 的 脱氧 友 糖 核酸 溶液 的 其 他 物理 性 质 的 突然 改变 是 流 是 
动 双 折射 的 消失 ss2 (图 88,178 页 )、 在 259 my 处 紫外 吸收 的 场 目 
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高 (图 三, 226 页 ) 以 及 光学 二 色 性 (optical dichroism) 的 降低 吧 。 

对 这 种 行为 的 解释 最 容易 彼 人 们 接受 的 是 : 当 酸 或 碱 的 波 度 
， 增加 到 某 一 点 时 ， 参 与 氨 键 辣 构 的 酸 硕 基 团 与 所 加 入 的 酸 或 碱 进 
” 行 质子 交换 。 但 是 ,在 所 指出 的 pH 范围 内 ,并 非 所 有 的 基 团 都 能 
被 涌 定 ,其 糙 果 是 某 些 氨 键 仍 保持 完整 。 离 开 完 整 的 氨 键 区 域 ,多 
SHAME A HNMR MMA, BRE 
ORR BSH I 。 

变性 过 程 之 是 否 可 逆 决 定 于 使 两 个 多 核 背 酸 链 保 持 两 面 位 置 
正 对 所 必须 保留 的 未 被 断 裂 的 氮 键 的 比例 ， 以 致 在 中 和 时 原来 的 
GREECE, FA, 变性 过 程 的 可 逆 人 性 不 一 定 都 是 指 原来 的 
天 然 脱 氧 友 糖 核酸 已 痉 重 新 形成 ,因为 在 中 和 时 , 氮 键 重新 形成 的 
形式 并 不 象 原来 天 然 核酸 那样 的 特殊 。 有 关 变 性 过 程 中 的 可 逆 性 
和 和 氧 键 破坏 比例 的 知识 大 部 分 都 是 从 电位 涌 定 和 温度 对 酸 - 碱 变 
性 影响 的 研究 得 到 。 

Oox 和 Peacocke) 人 研究 了 从 降低 pH SIEM EAS 
不 同 的 选择 箱 再 涌 回 至 中 人 性 所 得 到 的 涌 定 曲 继 ， 因 而 就 能 够 估计 
出 为 着 使 变性 不 可 逆 所 必须 断裂 氮 键 的 比例 。 用 小 心 加 酸 并 桂 拌 
的 方法 , 在 25°O 时 将 在 0.053f 毛 化 钠 中 的 肌 氧 友 糖 核酸 溶液 的 
pH 从 中 性 降低 到 不 同 的 点 ， 即 正 向 涌 定 曲 奉 上 的 了 和 卫 ( 图 
68) ， 然 后 用 碱 进 行 反 涌 定 ， 朗 得 到 在 正 向 涌 定 曲线 APD 与 逆向 
ez thee DRA 之 问 的 一 硼 涌 定 曲 浅 ( 图 68) 。 只 有 在 所 加 的 酸 相 
， 当 于 每 4 克 原 子 磷 不 超过 0.2 YEA (BNE EE’, 图 68) , 逆向 
涌 定 曲 八 都 能 与 正 向 涌 定 曲线 重合 。 这 就 是 改 , 在 25°C 时 ,最 初 
10% 的 握 键 烙 合 的 氨基 的 电离 是 可 逆 的 ;同时 也 睫 示 出 只 要 大 部 
分 毛 键 没有 被 破坏 ， 就 洱 定 研究 所 测 知 的 脱氧 成 糖 核酸 仍 可 以 恢 
和 揽 到 原来 的 天 然 状态 。 氨基 电离 超过 这 个 临界 比率 时 , WA ee 
和 芒 酸 序 产 生 永久 性 的 变化 ,而 酸 清 定 超过 也 A BP SS ae 
， 砷 溢 与 正 向 涌 定 曲线 不 能 重合 。 因此 上 只 要 涌 定 不 超过 E, EM 
定 到 也 (图 68) 就 会 产生 逆向 洱 定 曲 比 BF'A ， 这 是 部 分 变性 的 肌 
氧 友 糖 核酸 的 可 逆 特 性 。 
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pH 
P68 Ze 25°C 时 ,在 0.052 SAE PAPA Hp YR Ae PY Td oe 
APED 4 FRB HAW SE ZH; EFA, DRA AA M E A D Fre 
Fis BY Bay 4 ey Te HE. AOB Fy AGERE Sy RR he SS DS eS (ED 
ASPET Ee BEER) ; AQD 为 25% 酸 变性 的 核酸 盐 的 正 向 滴定 曲线 
(R. A. Cox 和 A. R. Peacocke: J. Polym. Sci. 1957, 23, 766 #) 


除非 请 定 继续 至 更 低 的 pH 值 ,在 0?0 wees O°O my, FAM 
满 定 天 然 脱氧 成 糖 核酸 的 正 向 油 定 曲线 不 产生 相当 于 在 较 高 温度 
时 所 观察 到 的 大 量变 性 吗 ~ 纪 。 这 个 观察 使 Oox 和 Peacockeren 认 
FIFRA. DISS Arg OES RS A BE HY HS eH 
WY DB ie UR BES A GE HE ECE EE PSHE, AL 
hfe 0.4°O WBS) pPH8, 然后 再 涌 回 到 中 性 的 脱氧 成 糖 核酸 样 时 
品 ,在 25"9 的 涌 定 与 完全 变性 的 腊 氧 友 糖 核酸 的 曲 溜 相 此 时 香 估 轩 
RTH REFE O.4°O Ip ANT TEER IS, HAT 60% 的 毛 键 未 被 破坏 。 从 


IER BUC RAIA DOR a AY hE AOB 时 


(图 68), — 4st 7 FEAR AAS PE Hey Re A BY YS eH 
(图 68 中 的 AOB 和 AD), eA AT AE MEAT PY Sa eH 
中 例如 APE +p fy ir eee Se HE BER By BEI AY LE Be (B), Be 
OF /OR=B, 其 中 0 和 了 分 别 为 在 同一 pH 时 的 天 然 的 和 变性 的 时 
MEME LA, Kinde AFE 上 的 任何 下 点 。 在 各 种 不 同 温度 国 
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“PS TE Wi ia eH EH HY SR TK HH (B) 的 改变 与 结合 酸 的 
EASE FETE 69, HERE AR AOL IE TE AEE EE PAA 
失去 毛 键 时 所 预期 得 到 的 关系 。 显 然 ,在 给 定 电离 度 时 ,变性 大 小 
是 由 温度 所 决定 。 在 25 9 时 , 当 结 合 酸 的 当量 为 0.0~0.2 时 ,6 
AZ; 但 B 值 序 随 车 合 酸 的 境 加 而 增加 ， 直 到 和 结合 酸 的 当量 为 
1.9~2.2 时 , 8 值 直线 上 升 至 1。 在 35 9 时 ,曲线 更 陡 , 4K 
PAB 4A 1.86 时 , 即 得 到 完全 的 变性 (6= 了 了 。 在 0.4 9 下， 
当 千 合 酸 的 当量 低 于 2.2 时 , 8 不 超过 0.4, 而 在 —0.75°O 时 , 根 
据 Peacocke 和 Preston 的 观察 ,8 保持 在 雳 。 
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0.4° 


0 1.0 2.0 


每 4 SFO RI TER 
69 ZEA REE BAER Fy RRR (8) 的 改变 与 脱氧 皮 糖 核 
酸 钠 的 和 糙 合 酸 的 量 的 关 柔 ; 虚线 表示 如 果 每 一 个 氨 键 在 变化 过 程 

中 都 是 不 可 逆 时 所 预期 得 到 的 关 和 对 
(R. A. Cox 和 A. R. Peacocke: J. Polym. Sci. 1957, 23, 772 页 ) 


在 不 同 温度 下 , ESA CEA BS BE i FE HR EE PE , TH 
— Aa eee HE, A Re EE BE ALB 2 AC EE 
Fp FET HS Sesh, ES Us FP it, RE HH, Cavalieri 和 Rosen- 
berglaa 首先 对 这 个 事实 加 以 完全 赞许 ,他 们 与 Peacocke 和 Pres- 
tongal 一 - 样 ， 在 不 同 温度 下 进行 了 酸 注 定 ， 所 得 的 和 结果 表示 在 图 
70, 这 些 和 结果 指出 , 在 上 所 有 温度 下 都 有 一 个 共同 的 正 向 涌 定 曲 绪 
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1°0 
23°C 
37°O 上 逆向 滴定 


63°O 
75°°O GEMM 


3 Ae. Saati 5 6 
pH 
图 70 RABE TRALEE BEE. HRES—T 
不 同 的 点 都 代表 一 个 温度 。 在 75?C AY TE es eS TE 
较 低 温度 时 的 逆向 滴定 曲 业 (EA LE LOC 时 的 正 
Te BAY MET ES) 
(摘自 工 . F. Cavalieri 和 B. H. Rosenberg: J. Amer. chem. Soe. 
1957, 79, 5354 B) ; 


AIOE YE HE, SLE EEF} UR RRO Ss PE 
- BRAY AYU se RE, AE EE eR LA Ee 
“的 某 一 点 与 温度 有 关 。 这 些 千 果 与 Oox 和 Peacocke 所 得 的 糙 果 恒 
没有 什么 不 同 ， 因 为 图 70 hay FL FY 等 点 相当 于 图 68 hy BY, 
因此 在 这 些 转 折 点 前 面 的 涌 定 曲线 是 可 逆 的 ， 而 在 它们 后 面 的 满 
ce tHE A Ty SY, j ordan, Mathieson 和 Matty87 认为 因为 
PIE ALGOMA R/O", Hise SRB 3608 TE 


* JPA ES F a IE) 
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5 30 FY eH rh ASE pK), (ANSE, TLR 
RHA AEN pK, 值 较 高 。 

但 是 ,，Oavalieri 和 Rosenberg” 的 实验 结果 对 育 定 糙 果 的 
解释 有 重要 的 意义 。 首先 ， J ordan, Mathieson 和 Matty®” 所 得 
BF Se EH A Hy HE se FR OA pK) 值 不 正确 , 因为 这 些 数 
值 事实 上 是 从 AFD" 36 Hf he (A 70) 计 算出 来 的 ， 在 这 个 曲 ， 
L(y AF” 部 分 与 氨 键 结合 的 天 然 腊 氧 友 糖 核酸 的 氨基 的 PK 
值 有 关 ， 而 了 'D' 部 分 是 指 氨 键 和 结合 和 非 氨 键 千 合 的 基 团 的 混合 
物 。 其 次 ,鉴于 图 70 中 所 玲 示 的 酸 变性 与 热 变 性 的 相互 关系 而 联 “ 
想到 过 去 一 般 所 得 到 的 车 论 似 乎 是 不 健全 的 (参看 第 九 章 ) ， 这 个 
amet: 加 入 网 相当 于 每 4 克 原 子 磷 的 2 个 当量 酸 后 的 正 向 清 
定 曲 北 与 适 向 涌 定 曲 浅 相 重 合 ， 因 此 篇 味 只 氨基 不 参与 氨 键 的 
FE | 

SESE CBS OR HY PRE PE ALE HL Hl BB 
AS 5S B-Ab, PBR. ROR 
坏 和 核酸 变性 ， 虽 然 Sturtevant 和 Geiduschek®” 在 热 画 的 变化 
与 变性 成 正比 的 假定 下 ， 认 为 质子 加 到 氨基 的 过 程 井 不 一 定 表示 
毛 键 的 破坏 。Oavalieri 和 Rosenberg™®! 与 Oavalieri, Rosoff fii 
Rosenberg 所 认为 的 酸 变性 涉及 一 个 质子 加 到 饲 味 输 的 氨基 
上 上 ， 然 后 使 包括 篇 虹 啥 的 一 NH 一 00 一 在 内 的 邻近 氨 键 破坏 一 定 
是 不 正确 的 ， 因 为 碱 和 酸 的 逆向 涌 定 曲 攻 的 重合 指出 酸 变性 和 碱 
变性 的 过 程 是 相同 的 。Oavalieri 和 Rosenberg®” 的 观察 ， 即 篇 
嘎 附 氨基 参与 氮 键 的 形成 , 象 Pauling 和 Oorey (参看 第 九 章 ) 所 
提出 的 , 亦 足 以 和 否定 这 个 变性 机 制 。 变性 过 程 的 可 逆 性 与 氮 键 破 
坏 后 趋向 于 裂 开 双 螺旋 烙 构 的 力 有 关 ， 这 个 力 一 般 为 热 运动 力 。 
如 果 基 团 保 持 两 面 位 置 正 对 , 则 虽然 原来 连接 它们 的 氮 键 破坏 , 变 
性 的 过 程 仍 是 可 敌 的 。 在 0"g Wy, BEE pH 3 是 可 逆 的 9 ,或 
ig Ee pH 2.6 we AWAY, Geiduschek™” 48 Hi EA RPK 
酸 分 子 在 这 个 温度 下 和 在 pH 2.6 时 象 在 中 性 溶液 中 一 样 几 乎 是 
完全 伸展 的 。 这 一 观察 与 Reichmann Bunce 和 Doty?! 的 观察 
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成 了 一 个 鲜明 的 对 照 , 他 们 观察 到 在 25°O 下, Fee +> pH Ht, 
子 大 大 地 收 蓉 (参看 上 面 ) 。 因 此 显然 ， 在 0°C 时 虽然 极 可 能 大 恒 
部 分 的 氮 键 彼 破 坏 , 而 多 核 昔 酸 链 仍 保持 两 面 位 置 正 对 。 eR 
是 由 于 单纯 温度 的 影响 ,还 是 正 象 Jocobsonrt, 生 及 其 同 工 者 所 认 “时 
为 的 那样 ,在 大 分 子 如 脱氧 友 糖 核酸 盐 离 子 的 影响 下 ,在 0"@ 时 水 
的 规律 性 结构 显著 增加 的 称 故 ， 还 不 清楚 。 FERC, Peacocke 
及 其 同 工 者 st~5a 的 观察 ， 即 在 +0.4°O F i eB pH2.6 时 有 
40 BRB ,而 在 一 0.75?0 下 涌 定 至 这 个 pH MARR 
破坏 , 可 能 是 有 意义 的 ,并且 这 个 观察 指出 , 这 个 影响 不 可 能 是 单 
纯 的 热 影响 。 Cavalieri 和 Rosenberg’ 所 指出 的 , FERRE I 
度 下 发 生变 人 性 的 pH SMB EK. 
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Fel 71 两 个 不 同 腕 氧 核糖 核酸 钠 样 品 在 不 同 温 度 下 加 
热 工 小 时 的 特性 粘 数 随 着 温度 的 改变 
(S. A. Rice 和 P. Doty: J. Amer. chem. Soe. 1957, 79, 3939 页 ) 
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热 时 有 不 可 逆 变性 发 生 “ 。 Thomas 后 来 发 现 ， 只 有 在 高 于 某 
一 临界 温度 时 才 发 生 热 变 人 性， 这 一 温度 是 决定 于 离子 强度 以 及 觅 
氧 成 糖 核酸 钠 的 天 然 状 态 和 来 产 。 这 个 临界 温度 (一 般 在 70~ 
85°O yi el PS) 的 存在 已 被 Goldstein 和 8Sterne2 ，Zamenhof 、 
Alexander 和 Leidy"*’, Zamenhof, Griboff #1 Marullo 4 Rice 
和 Doty“**" | Hermans 和 Freund”, Freund, Pouyet 和 Sad- 
ron‘! Di Je Oox 和 Peacocke" 的 种 种 实验 技术 所 充分 证 实 。 图 
it” ?9 表明 热 变 性 的 一 般 行 为 。 图 中 表示 出 腊 氧 友 糖 核酸 洲 液 在 不 同 
ix， 温度 下 加 热 一 小 时 的 特性 粘 数 随 着 温度 的 改变 , 在 温度 升 高 到 
—s Wig FP i. BE '70° 至 85°O 范围 内 以 前 ,粘度 一 直 保持 在 室温 时 所 得 到 
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图 72 从 Haemophilus influenzae 提取 出 来 的 股 氧 皮 糖 核酸 
的 粘度 和 转移 活力 的 变化 。( 所 有 粘度 都 在 23°C 时 测定 ,图 
中 粘度 数值 代表 比 粘度 对 开始 粘度 的 百 芬 数 ) 
(S. Zamenhof, H. E. Alexander 和 G. Leidy: J. exp. Med. 1953, 98, 379 页 ) 
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的 原来 高 数值 ;此 时 若 再 升 高 温度 ， 粘 度 则 惫 剧 下 降 至 很 低 的 数 国 
ffi, Zamenhof, Alexander 和 Leidy" 也 全 指出 特性 粘 数 下 降 的 “ 国 
临界 温度 与 从 Haemophilus influenzae 提取 出 来 的 具有 转移 活力 时 
的 觅 氧 成 糖 核酸 失去 转移 活力 时 的 温度 相同 (图 72) 。 这 种 粘度 的 
下 降 并 不 伴随 着 任何 分 子 量 的 改变 喇 * 馈 虽然 沟 长 时 期 的 加 芍 ， 
特别 在 100°O 或 接近 100°O 时 的 加 热 ,还 是 会 产生 分 子 降解 而 便 
分 子 量 降低 。 但 是 ,粘度 的 下 降 却 伴随 着 均 方 秆 径 的 显著 减 小 ,从 
天 然 核酸 盐 原来 的 2800A 减 到 在 94°O 时 的 一 个 基本 稳定 的 中 间 
数值 ,然后 再 降 到 在 100°C 时 的 最 后 的 狗 1000A 的 数值 。 这 个 收 

“其 作用 代表 均 方 未 端 距 减 小 锡 十 五 倍 cg， 同 时 伴随 着 沉降 系数 分 
布 的 稍微 增 寅 ,但 其 平均 值 并 不 改变 。 
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”图 73 在 不 同 温度 下 觅 氧 核糖 核酸 钢 的 特性 粘 数 变 化 与 时 间 的 关 采 

(8S. A. Rice 和 P. Doty: J. Amer. chem. Soc. 1957, 79, 3939 页 ) 
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在 不 同 温度 下 加 热 工 小 时 的 粘度 随 着 温度 升 高 而 急剧 下 降 
(图 94) 是 一 个 具有 分 子 内 部 有 规律 烙 构 的 变性 特征 、 或 者 融 熔 特 
性 的 构 型 改变 的 标志 。 但 是 ,在 临界 温度 以 上 的 每 一 个 温度 ,粘度 
随 着 时 间 降 低 到 某 一 特 指 的 高 度 ， 这 一 高 度 是 那个 特殊 温度 的 特 
征 而 不 是 所 有 温度 的 共同 特征 (图 73) 。 因 此 这 似乎 变性 过 程 只 能 
进行 至 一 定 程度 ,这 一 程度 决定 于 温度 。 在 任何 欠 定 温度 下 ,变性 
的 程度 可 由 电位 涌 定 方法 加 以 测定 。OQox 和 Peacockelsl's249 48 
出 〈 图 74) , 在 不 同 温度 下 加 热 一 小 时 会 产生 不 同 的 满 定 曲线 , 从 
这 些 差别 可 以 得 到 表示 氨 键 破坏 程度 的 曲线 。 随 着 温度 的 变更 以 
及 用 这 个 方法 诈 算 出 的 氨 键 破坏 比 数 的 改变 表示 一 个 相当 于 从 粘 
度 测定 观察 到 的 临界 温度 ， 而 且 也 可 与 Thomas” 所 观察 到 的 随 
温度 升 高 而 升 高 的 光 密 度 相 比拟 (图 75) 。 在 这 两 个 曲线 中 所 出 现 


的 阶梯 使 人 认为 变性 过 程 是 沟 过 两 个 阶段 的 ， 或 许 这 两 个 阶段 相 


70°C 


75°C 
78.8°C 
先 加热 工 小 时 83.4°C 


87 .5°C 


© 在 所 有 温度 的 逆向 滴定 曲线 和 溶液 在 
100°O 下 预 热 工 小 时 后 的 正 向 滴定 井 线 


每 4 克 原 子 磷 精 合 酸 的 当量 数 


SO. 4.0 - 5.0 6.0 7.0 
pH 
图 74 FEA ERT HE RF ESA a OR TS ae OR BY OY 
I #1 LL ApS Hy RE AR ney ABLE RG Pa BAN Se ry HLA HE. FEAR FEIET 
Wai az HE LA A Te 1 A BAK (0.15%, 720.05 M 毛 化 钠 中 ) 
(摘自 R. A. Cox 和 A. R. Peacocke: J. chem. Soc. 1956, 2648 页 ) 
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加 热 的 温度 °C 
图 75 光 密 度 和 和 氨 键 破坏 数 随 着 加 热 温 度 的 变化 


I. 小 牛 胸腺 腊 氧 核糖 核酸 光 密 度 的 变化 ; Il. 鲁 鱼 精子 脱氧 皮 糖 核酸 
氨 键 破坏 的 百分数 
(R. Thomas: Biochim. biophys. Acta 1954, 14, 235 页 ; R. A. Cox 和 
A. R. Peacocke: J. chem. Soc. 1956, 2651 页 ) 
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从 所 观察 到 的 在 每 一 个 温度 下 变性 只 能 进行 到 一 定 的 特定 限 
度 (图 73) , 氨 键 强度 势必 至 于 不 能 完全 相等 。 这 与 腊 氧 友 糖 核酸 
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分 子 的 已 知 的 不 均一 性 有 关 , 且 可 以 作出 推断 性 的 解释 , 序 在 一 量 
个 给 定 的 温度 下 ,一 些 分 子 已 全 部 变性 ,而 另 一 些 分 子 则 完全 没有 ”时 


变性 。 但 是 , 更 可 能 的 是 在 某 一 个 分 子 内 部 氨 键 的 强度 可 能 是 不 
均一 的 ,因此 在 每 个 特定 的 温度 下 ,每 个 分 子 中 毛 键 的 某 些 次 序 受 “ 


到 了 破坏。 因而 总 的 租 成 的 不 均一 性 容许 在 有 些 分 子 中 较 在 另 一 些 
分 子 中 能 锣 进 行进 一 步 的 变性 。 在 整个 变性 过 程 中 分 子 量 的 恒定 
表示 出 在 完全 变性 状态 时 纺 和 的 多 核 背 酸 键 可 裤 一 些 剩余 的 或 重 上 


新 形成 的 氨 键 速 千 在 一 起 。 
Rice 和 Doty” 从 个 别 温 度 下 所 得 到 的 平衡 粘度 计算 出 反应 了 
PAN Be IG , 其 数值 分 别 为 110 件 卡 / 克 分 子 和 3800e.u.。 帮 且 从 
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随 着 时 间 变 化 的 粘度 下 降 率 亦 可 得 到 一 般 反 应 速率 常数 ， 因 此 可 
计算 出 活化 能 和 活化 精 ， 其 数值 分 别 为 145 件 卡 / 克 分 子 和 325 
bu.。 但 是 , 要 解释 这 些 数据 是 困难 的 , 因为 它们 是 否 指 一 克 分 子 
的 腊 氧 成 糖 核酸 分 子 , 或 是 指 一 克 分 子 的 裂片 , 郎 分 子 中 的 超 分 
子 的 部 位 (Caltza-molecular regions) ,还 不 清楚 。 

象 Thomas 首先 所 指出 而 后 来 为 Zamenhof、Gribo 任 和 
Marullo™ 以 及 Litt” 所 证实 的 ,发 生变 性 的 临界 温度 与 离子 强 
度 有 关 。 降 低 离 子 强度 能 产生 在 较 低 温度 的 临界 值 。 这 与 已 辉 破 
Coates? 所 证实 的 Miyaji 和 Price®! 以 及 Sadron®” 的 观察 相 
符合 ， 即 电解 质 的 存在 对 肥 氧 成 糖 核酸 受热 变性 具有 保护 作用 。 
这 些 观察 证 明了 除去 电解 质 时 和 加 热 时 所 发 生 的 变性 过 程 间 的 关 
系 。 临 界 电解 质 溃 度 随 着 温度 的 升 高 而 显著 地 增高 。 在 任何 温度 
ig @M. phlei @ Serratia 5 
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SRAESKA RG ERA a Me 
核 香 酸 的 人 工 合成 的 脱氧 核糖 多 核 昔 酸 


RS GL + HELE 


be °0 
图 76 变性 温度 (Tm) 对 各 种 不 同 脱氧 核糖 核酸 样品 的 
息 嘎 只 - 胞 喀 啶 含量 的 依 屯 关系 
(J. Marmur #1 P. Doty: Nature, Lond. 1959, 183, 1428 页 ) 
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下 低 于 这 个 临界 江 度 时 都 会 发 生变 性 。 

象 Thomas™ 原先 所 观察 到 的 ， 发 生变 性 的 温度 是 随 着 股 气 
友 糖 核酸 的 来 源 而 改变 的 。 这 也 可 能 与 核酸 的 不 均一 性 有 关 , A 
为 Doty, Boedtker, Fresco, Haselkorn 和 Litt®? 介 观 察 到 一 些 
迹象 , 即 这 个 变化 包含 着 个 别 核酸 分 子 的 一 系列 交 迭 变化 。 这 种 
随 不 同 分 子 而 产生 的 变性 温度 的 变化 只 能 在 大 基 对 问 所 形成 的 毛 
键 具 有 不 同 强度 时 才能 发 生 。 最 近 Marmur 和 Doty Of 全 将 脱氧 
成 糖 核酸 的 组 成 与 变性 温度 联系 起 来 对 这 个 现象 加 以 证 实 。 图 "6 
表示 变性 温度 是 各 种 不 同 核酸 的 筷 味 哈 - 胞 喀 啶 含量 的 画 数 。 当 
将 饥 味 喻 - 胞 喀 啶 含量 外 推 至 雳 时 ,变性 温度 为 69 9, 这 与 合成 的 
腺 呀 哈 - 胸 腺 喀 啶 腹 氧 核糖 核酸 的 变性 温度 非常 符合 。 
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EE BE ER RS. ERA Ak BAS 
DABS AL AE EEE DOR AE HE, Rice 和 Doty“ 研究 了 
8M RSE, 3.2M thee Fn 0.8M 7KMBRSAHO EFA, HEAPS HH ee 
SE HEL Vs SURE 3 ER AY FF ET MER (77) RSS EIB 
氧 友 糖 核酸 产生 变性 的 作用 已 进行 过 相当 广泛 的 研究 ， 虽 然 不 同 
的 研究 者 所 得 到 的 结果 有 些 不 一 致 。 在 室温 下 ，Rice 和 Doty 
发 现在 0.15M 氧化 钠 溶液 中 时 尿素 对 特性 粘 数 没有 影响 ， 虽 然 
Conway” 观察 到 了 特性 粘 数 的 升 高 。Oonway 和 Butler®™ 观察 
到 当 加 大 尿素 时 ， 肌 氧 友 糖 核酸 的 相对 粘度 则 降低 ， 这 种 降低 的 
粘度 不 能 用 透 析 法 除去 尿素 而 使 其 回升 。 但 是 , 这 些 实 办 是 在 党 
察 到 不 应 将 电解 质 省 度 降 低 至 某 一 极限 值 的 重要 性 以 前 进行 的 。 
Mathieson 和 Porter” 便 发 现 把 尿素 加 到 腊 氧 成 糖 芒 酸 的 0.2X 国 
所 化 钠 溶液 中 时 会 使 分 子 的 柔性 增加 ， 这 可 以 从 流动 双 折射 的 测 “ 国 
定 加 以 确定 。 这 种 现象 与 分 子 内 有 若干 氨 键 破裂 相符 合 。 

Alexander 和 Stacey526,58~60 根据 WEA BE AK HE FE 8M 尿素 
” 游 液 中 的 光 散 射 研究 断言 在 这 些 条 件 下 脱氧 友 糖 核酸 完全 变性 ， 

井 且 双 螺旋 解 离 为 两 条 多 核 苷 酸 链 ， 每 一 条 链 的 分 子 量 为 原来 分 
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图 77a AAR ARE BRAGA 1 
时 的 特性 粘 数 随 着 温度 的 变化 
(S. A. Rice #7 P. Doty: J. Amer. chem. Soc. 1957, 79, 3939 页 ) 
子 的 分 子 量 的 一 侍 。 这 些 和 结果 全 受到 Rice 和 Doty” 的 批评 ,他 
”个 认为 应 用 Alexander 和 Stacey 所 用 的 条 件 不 可 能 进行 光 散 射 
测定 。 而 且 , 虽然 可 以 从 涌 定 研究 证 明 腊 氧 成 糖 核酸 完全 变性 ,但 
是 还 没有 其 他 的 变性 方法 可 以 导致 分 子 量 的 改变 ， 因 此 这 些 观 察 
似乎 并 不 正确 。 和 
因此 我 们 可 以 断定 能 够 用 破坏 氮 键 千 构 而 使 某 些 蛋白 质变 性 
的 变性 剂 , 虽然 能 够 帮助 其 他 方法 使 腹 氧 友 糖 核酸 变性 ,但 它们 本 
身 卉 不 能 使 腊 氧 成 糖 核酸 产生 任何 显著 的 变性 。 


KF RA KBAR BEA iz 


Evie EASE AEE T Watson 和 Orick 所 谢 计 的 以 氨 
键 千 合 的 车 构 。 这 些 研 究 的 生物 学 意义 在 于 变性 与 觅 氧 成 糖 核酸 
可 能 的 复制 机 制 问 的 关系 。 如 采 胸 氧 友 糖 核酸 的 复制 是 按照 一 条 
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多 核 苷 酸 链 作 为 肌 氧 友 糖 核酸 合成 的 模板 的 机 制 进行 ， 就 可 以 明 
白 特 丈 的 氨 键 在 这 样 的 复制 过 程 中 所 起 的 重要 作用 。 按 照相 反 的 
过 程 一 变性 ， 我 们 可 以 得 到 有 关 保持 两 条 多 核 昔 酸 链 两 面 位 置 
正 对 所 需 的 力 的 本 性 的 知 功 。 
变性 的 研究 亦 绷 导致 有 关 觅 氧 成 糖 核酸 双 螺旋 千 构 的 重要 精 
葵 。 根 据 热 降解 和 酶 降解 的 研究 , Dekker 和 Schachman™ 认为 
这 两 条 多 核 背 酸 链 是 不 连续 的 ;但 是 ,在 任何 能 使 腊 氧 友 糖 枝 酸 变 
性 的 方法 中 不 发 生 分 子 量 的 改变 似乎 使 这 个 烙 葵 不 能 成 立 ， 因 为 量 


RLM EAR, LRT 


裂 时 ,一 些 较 短 的 多 核 背 酸 将 从 分 子 母体 分 出 。 
因此 我 们 可 以 断定 : 能 够 产生 变性 的 各 种 不 同方 法 都 能 角 因 
氮 键 的 破坏 而 产生 一 个 较 天 然 核酸 分 子 更 为 柔 款 的 崩 解 的 分 子 ， 


图 772 觅 氧 皮 糖 核酸 变性 的 图 解 


(2) 代表 未 变性 的 双 螺 旋 , 这 个 双 螺 旋 在 变性 时 生成 两 条 入 和 线 的 ,没有 氨 键 
和 猪 合 的 多 核 苷 酸 链 ( 思 除去 变性 条 件 后 能 使 其 重新 形成 某 些 非特 殊 的 氨 键 。 
从 (中 变 至 () 是 不 可 北 的 ,而 从 ( 切 变 至 (c) 则 是 可 滥 的 
(R. B. Inman 和 D. O. Jordan: Biochim. biophys. Acta, 在 印刷 中 ) 
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TAFE AE HR SESE IIE 9 CIT 


FE ERS EOS Bik LE Boe TH AIR PW FE BE SE BOC STS, i EA 
Ba SE PE ET AMAA A. PI SY RSENS 
相互 扩散 分 开 或 许可 受 某 些 剩余 的 氨 键 或 重新 形成 的 毛 键 所 阻 
止 ， 或 者 也 可 由 在 低温 下 与 水 结 构 形成 的 交替 毛 键 来 阻止 (图 
77b) , 


Vise SA OG BE A PRR TN 
$5 FALE EH — BES PESTS EY PEF BES ER DF 
降解 。 因 此 用 强酸 或 强 碱 处 理 和 在 100°O “BAY fe DEAS BEAK 
酸 先行 变性 ,接着 会 因 磷酸 酯 键 的 破坏 或 呀 哈 碱 的 用 落 而 降解 。 超 
声波 和 电离 辐射 都 会 产生 降解 ， 这 种 降解 的 发 生 在 某 些 条 件 下 不 
会 预先 使 氨 键 结合 的 结构 受到 破坏 。 解 聚 酶 也 能 使 腊 氧 友 糖 核酸 


-分子 降 解 。 


象 上 面 已 经 指出 的 ,在 pH 2.6 左右 时 ， 酸 对 腊 氧 友 糖 核酸 的 


-作用 是 使 分 子 变性 ,但 不 使 分 子 量 改变 。 在 酸性 更 强 的 条 件 下 , 叶 


A Tia (pe MSS AS ME) Re, BESET. Tamm, Hodes 


”和 Oharga 存 "62 #4814, 在 pHT1.6 和 37"0 时 , KK 缀 小 时 后 所 


有 的 味 啥 碱 将 全 部 除去 。 在 此 时 间 内 多 核 昔 酸 链 已 断裂 成 为 小 碎 
片 。 这 样 降 解 的 产物 称 为 无 哇 哈 酸 。 绸 轻 彻底 水 解 , 将 产生 喀 喧 
碱 、 糖 和 磷酸 (参看 第 四 章 , 64 页 ) 。 因 此 酸 降解 可 分 为 两 个 同时 


发 生 的 机 制 ,部 矶 酸 酯 键 和 昔 键 的 破裂 。Thomas 和 Doty?” 根据 


膜 氧 友 糖 核酸 在 pH 2.6 时 的 温和 酸 水 解 的 动力 学 研究 提出 ,在 骨 
解 的 核酸 分 子 中 可 能 存在 涉及 残余 毛 键 破坏 的 第 三 种 类 型 的 降 
解 。 这 些 降解 过 程 的 速率 有 显著 的 不 同 a 。 每 小 时 每 一 个 腊 氧 友 
糖 核 酸 分 子 (重量 平均 值 ) 有 狗 24 个 腺 叶 哈 分 子 和 相同 数目 的 饥 
味 哈 分子 释 出 。 磷酸 酯 键 的 断裂 非常 稻 慢 , 每 小 时 每 一 个 肌 氧 友 
糖 核酸 分 子 狗 断裂 0.1 个 键 。Thomas Fl Doty™ 估计 了 玛 余 的 
Gt, 其 数目 为 每 一 个 分 子 中 狗 有 了 个 。 这 些 残余 的 氨 键 似乎 对 
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酸 有 合 人 惊奇 的 强烈 抵抗 能 力 ,因为 按照 Thomas 和 Doty 的 工作 © 
的 千 果 , 葡 余 氨 键 妻 变 的 速度 只 能 在 下 小 时 以 上 才能 完全 消失 (在 ， 


25°O 和 pH 2.6 的 情况 下 )。 这 些 苞 余 氨 键 存在 的 旋 据 是 相当 偶然 国 


的 , 井 且 是 根据 这 样 的 迹象 的 ， 即 狗 近 50 小 时 时 ， 腊 氧 成 糖 核酸 
的 降解 似乎 就 是 双 螺 旋 的 降解 ,而 在 这 个 时 间 以 后 ,多 核 音 酸 链 分 
FP, MAGEE AKER, Thomas 和 Dotyca 的 研 宪 烙 果 进一步 支持 了 
排除 Dekker 和 Schachman'™ 所 建 凡 的 天 然 腊 氧 友 糖 核酸 的 不 连 
逢 绞 链 模型 ， 因 为 如 果 多 核 苷 酸 链 中 的 这 些 折断 已 烃 存 在 于 天 然 
的 脱氧 友 糟 核酸 中 ， 那么 就 可 以 预期 到 分 子 量 的 降低 将 比 实际 所 
观察 到 的 快 得 多 。 

觅 氧 成 糖 核酸 钠 溢 液 在 100?Q 时 加 热 超 过 变性 所 需 的 时 间 将 
导致 核酸 盐 的 进一步 降解 ca 。 从 光 散 射 测定 发 现在 狗 30 分 钟 内 
分 子 量 保持 不 变 , 在 这 个 时 间 内 变性 反应 进行 到 平衡 状态 。 此 后 
RIZE 2 小 时 内 分 子 量 迅速 下 降 至 接近 原来 分 子 量 的 三 分 之 一 。 在 
这 个 反应 中 断裂 的 键 的 性 质 还 不 能 断定 ， 但 是 很 可 能 其 中 有 磷酸 
BEE. 

IG DTAWEABIORERE—PE, JeDeDION RSL ERE R/E FN HE 
与 它 的 能 量 和 作用 的 时 间 有 关 。 但 是 , 有 关 超 声波 对 所 作用 的 键 时 
的 类 型 的 研究 稍 未 得 到 完全 一 致 的 结果 。Laland、Overend 和 a 


Stacey 观察 到 超声 波 作 用 对 在 209 my 处 的 光 密 度 的 影响 不 大 ， 轩 


这 一 和 结果 后 来 为 Laland, Lee, Overend 和 Peacocke 所 话 实 。 4 


EL , 33 SETTER FEL RGA GIS PE 9 ES PE EAT 国 
AMETET) REL FAP kik, WO SASHA 
BPR <(P) 值 狗 6600 相 比 时 其 原来 的 e(P) 值 是 7500as 因 此 国 
超声 波 对 天 然 的 氮 键 糙 合 烙 构 的 作用 还 不 能 加 以 确定 。 从 ILee A 
Peacocke” Hy LAIR EOE, 因为 超声 波 作用 后 的 核酸 的 正 疝 汉 


定 曲 糖 与 着 向 清 定 曲 注 的 差别 小 于 天 然 核酸 的 这 两 个 潘 定 曲 攻 的 
差别 ,因此 显然 在 超声 波 作用 中 发 生 了 一 些 氨 键 千 合 糙 构 的 破坏 。 
但 是 ,变性 决 不 完全 ,而 且 一 些 核 音 酸 问 的 键 也 被 断 弄 。 在 另 -- 方 
ii, Doty, MoGill 和 Rice 反而 认为 超声 波 并 不 扰乱 天 然 核酸 上 


—— a a eee et ~ elie 
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ri Ras Aaa , L/S BT A AR DRY TA 3H YD 
超声 波 作用 前 后 的 e(P) 值 的 一 致 和 发 生 热 变性 时 的 温度 不 变 是 


没有 发 生 任何 变 性 的 证 据 。 井 且 超 声波 断 片 的 电子 显 微 镭 研 究 on 


亦 证 实 没 有 变性 ,而 只 显 出 一 些 单 链 偶 然 断 裂 的 迹象 这些 车 果 的 
不 一 臻 可 与 超声 波 作用 的 方法 不 同 联系 起 来 ， 因 为 Doty, McGill 
和 Rice 已 沟 注 意 到 不 将 脱氧 戊 糖 核酸 盐 深 解 在 水 中 ,而 只 将 其 溶 
解 在 盐 深 液 中 , 并 且 还 将 超声 波 作 用 在 没有 氧 的 存在 下 进行 。 在 
早期 的 实 栓 中 吧 ,o~ea 并 没有 遵守 这 些 注意 点 。 

人 们 已 痉 了 解 到 电离 辐射 ， 即 X- 射 线 和 y- 射 疙 对 觅 氧 戊 粮 
核酸 溶液 的 影响 是 产生 显著 的 降解 ,一 般 的 标志 是 粘度 的 降低 、 流 
动 双 折射 的 消失 和 分 子 量 的 减 小 gs 站 。 这 个 降解 也 全 猎 确 定 是 
由 于 在 氧 的 存在 下 ， 射 线 使 水 分 子 破坏 所 形成 的 OH. #1 HO; 基 
团 的 间接 作用 feare~sm 。 但 是 ,根据 粘度 的 消失 ,只 要 粘度 的 测定 是 
在 照射 后 有 充分 的 长 时 间 使 “后 作用 ， 完成 后 进行 的 farerna, 则 不 
论 其 是 在 有 氢 或 无 氧 的 条 件 下 进行 照射 '@, 一 个 锥 定 剂量 的 和 X- 身 
将 对 腹 氧 戊 糙 核 酸 所 产生 的 最 后 的 总 的 破坏 总 是 一 样 的 。Oox、 


Overend 、Peacocke 和 Wilson'®?:®*! 与 Butler, Pain, Robins 和 


Rotblat 都 全 研究 过 剂量 对 特性 粘 数 的 影响 。 前 几 个 研究 者 指 
Hi log [n] 3 log R (R 为 高 剂量 时 ) 的 直 继 画 数 ,其 中 Ry yA 
的 剂量 ， 而 后 几 个 研究 者 则 观察 到 世 ] 与 140KV X- 射 态 剂 量 和 


(—16MeV 电子 剂量 间 有 站 和 线 关 系 。 根据 Cox, Overend, Peacocke 
”和 Wilson?! 的 研究 ，?7- 射 绑 照 射 会 产生 在 两 条 多 核 苷 酸 链 中 


接近 相对 位 置 处 的 双 螺 旋 的 双 链 切断 和 某 些 特殊 氨 键 的 破坏 。 根 
据 电 位 涌 定 和 在 259 myo 处 光 密 度 的 培 加 所 测 得 的 资料 , 毛 键 的 破 


乓 是 逐渐 的 , 随 着 剂量 的 增 大 而 培 加 。 


jx Lethan Hk Peacocke 和 Preston'®® 所 诈 实 ， 他 们 测定 了 
由 ?= 辐射 所 产生 的 觅 氧 友 糖 核酸 降解 产物 的 分 子 量 。 根据 大 分 
子 降解 的 理论 OS”, log [9] 对 log R EA Ar TENS Fs KAS 
Fen] =KM* 公式 中 的 一 ae 公式 中 的 天 A—BR, MAT 
量 。 从 降解 研究 中 发现 笠 牵 为 —1.85%?83) ， 而 从 对 降解 溶液 所 作 
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分 子 量 测定 的 研究 中 ， 则 发 现 w fy 1.0, BAF 1.8) 的 一 个 。 


这 种 现象 Peacoeke 和 Preston) 解释 为 是 双 键 断 必 的 证 据 而 不 


是 单 链 断 裂 的 证 据 ， 因 此 证实 了 y- 射 净 降 解 是 涉及 在 腊 氧 友 糖 
核酸 分 子 中 有 两 个 独立 的 井 在 对 向 位 置 上 断 要 的 机 制 。 乍 断裂 共 
Or Bent ARITA RNY y- 射 线 照 射 是 从 7- 射 区 照射 后 的 核 
酸 盐 沟 热 变性 所 发 生 的 分 子 量 降低 的 观察 证 实 的 吧 。 显 然 , 已 降 
解 的 核酸 盐 的 短 的 多 核 背 酸 链 要 在 氨 键 破坏 以 后 才能 扩散 分 开 。 
因此 可 以 断定 电离 辐射 作用 -一般 是 先 使 脱氧 友 糖 核酸 的 都 分 变性 
和 降解 同时 发 生 。 更 长 时 间 的 照射 或 深度 照射 会 产检 更 彻底 的 分 
解 , 族 如 顺 叭 破 和 喀 啶 碱 的 肌 氨 , 糖 的 氧化 和 脱产 等。 

粘 晶 的 胰 肌 氧 核 糙 核 酸 酶 ea 长 期 与 腊 氧 核 狂 核酸 作用 后 产 
生 5- 核 埋 酸 、 寡 核 背 酸 和 不 能 泛 析 的 碎片 。 腹 氧 核糖 核酸 酶 在 核 
背 酸 制备 中 的 应 用 已 在 第 四 章 中 吞 论 过 。 这 里 所 考虑 的 是 与 天 然 
核酸 烙 构 有 关 的 酶 降解 情 光 。 

早先 所 知道 的 肌 氧 核糖 核酸 酶 对 脱氧 核糖 核酸 作用 的 主要 特 
CE AERA GORA 
的 下 降 %oen 以 及 核 背 酸 和 一 个 对 酶 有 抵抗 作用 的 “ 核 " core) 的 形 是 
成 B2 9。 在 群 和 研究 了 酶 作用 过 程 中 分 子 量 和 粘度 的 变化 后 , 现 
在 对 酶 与 核酸 间 的 早期 作用 已 有 了 更 全 面 的 了 解 。 泪 脱氧 核糖 核 


酸 酶 对 核酸 的 相对 淡 度 相 当 高 时 (0.12~0.8 Mg RS 


对 27~28mg 核酸 ) ,Dekker 和 Schachmamn56n 发 现 当 粘 度 稳定 地 . 
BART TDF Mens, Se ER AR A SS ERE SD 


ECAC 7% WO—EL A EKER AUR 
BRABANT AEA BER PT TSE 


酯 键 的 断裂 而 发 生 的 。 了 

在 腹 氧 核糖 核酸 酶 对 核酸 的 相对 省 度 较 低 时 (6X10-sxg 腊 
氧 核 糖 核酸 酶 对 650 ug 核酸 ) , Zamenhof ,Griboff #71 Marullo 7p 
观察 到 粘度 随 酶 作用 时 间 的 下 降 亦 有 一 个 范 导 期 。Reichmannea ， 
用 光 散 射 测 定 分 子 量 随时 间 的 变化 时 指出 粘度 的 降低 是 由 于 分 子 是 
量 的 减 小 ,而 不 是 由 于 变性 ,因此 证 锋 了 Dekker 和 Schachman 
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的 结论 。 象 在 测定 粘度 和 光 密 度 时 所 观察 到 的 , 这 里 亦 观察 到 一 
个 诱导 期 ,在 这 个 范 导 期 内 分 子 量 很 少 改变 。 

在 腊 氧 核糖 核酸 酶 的 作用 过 程 中 ， 由 于 通过 磷酸 酯 键 的 破坏 
而 释 出 二 狼 磷 酸 基 团 ,因此 溶液 的 pH 随 着 降解 的 进行 而 改变 。 这 


_ 样 就 使 动力 学 的 研究 发 生 困难 ， 因 为 溶液 pH WUE Ua EA 


核糖 核酸 分 子 的 形状 ,从 而 产生 粘度 和 光 散 射 性 质 的 改变 ,这 些 性 
质 的 改变 不 是 由 酶 降解 所 直接 引起 的 。 这 个 困难 已 破 Thomas 
所 克服 ， 他 发 计 了 在 酶 作用 过 程 中 用 碱 自动 涌 定 沙 液 以 保持 pH 
恒定 的 方法 。 用 这 个 方法 不 仅 使 反应 混合 物 的 pH 保持 不 变 ， 而 
且 能 够 从 任何 欠 定 时 间 内 所 加 大 的 碱 量 计算 出 磷酸 酯 键 破裂 的 数 
目 。 图 78 表示 出 重 均 分 子 量 的 下 降 分 数 CM (2) /M) 为 每 个 母体 
(z- 均 ) 分 子 的 断 键 均 数 的 画 数 (图 78 中 的 点 代表 实验 值 。 量 2pus 
的 定义 为 : 


2pw 一 _ 需 要 的 NaOH 克 分 子 数 1 
” 存在 的 杰 酸 盐 的 克 分 子 数 ”0.9 


因数 10.91 的 由 来 是 假定 二 级 磷酸 基 团 的 pPKa 值 为 6.0, 因 此 保 
持 p 百 7 不 变 时 这 些 基 困 只 有 91% Beis HE) 粘度 喜 变 的 曲线 与 此 
十 分 相似 。 在 艺 导 期 后 随即 开始 分 子 量 的 迅速 下 降 , 当 达 到 其 原 


0 200 400 600 800 1000 1200 
22Vs 
图 78 在 酶 作用 过 程 中 分 子 量 的 下 降 与 每 个 *- 均 母体 苍 子 断 键 数目 的 关 采 


图 中 的 点 是 从 光 散 射 调 定 的 ; 缕 是 按 双 链 糙 构 降解 理 痊 寻 算 的 
(C. A. Thomas: J. Amer. chem. Soc. 1956, 78, 1864 页 ) 


yA she RRA (OD) 


求 的 分 子 量 -下 时 ， 每 分 子 已 有 200 AUB, TEA EAs 1200 © 
ALA, Thomas 浆 于 观察 到 了 碎片 的 迅速 育 集 。 TATE 


集 可 能 是 由 于 在 中 和 脱氧 核 烽 核 酸 钠 溶液 到 pH 2.6 的 过 程 中 所 国 


rh Bay ENS I MOR, Th BL Fy ne ee Se A Eo LE 
BS It ER ASS REA BE BBE FAK. 这 个 核 不 受 酶 降解 ， 
因为 它 没 有 天 然 的 结构 。 
如 果 肌 氧 核糖 核酸 分 子 先 破 腊 氧 核糖 核酸 酶 降解 为 仍 保留 有 
特殊 氨 键 千 合 的 车 构 碎 片 ， 象 在 光 密 度 升 高 时 有 一 个 显著 的 艺 导 
期 所 指出 的 ， 则 在 腊 氧 核糖 核酸 的 两 条 链 中 几乎 处 于 对 向 位 置 的 
磷酸 酯 键 必然 因 酶 的 作用 而 破 妥 (不 一 定 同时 破裂 ) 。 如 果 氢 键 的 


猪 合 极 强 , 则 为 了 使 分 子 切 断 , 酶 必须 使 直接 对 和 疝 于 一 个 已 断裂 的 


键 的 磷酸 酯 键 断 裂 。 这 样 使 两 条 链 破 裂 以 产生 两 个 碎片 的 或 然 检 
为 : 
s=p* , 
式 中 s 为 双 链 断裂 的 或 然 率 而 2 为 磷酸 酯 键 断裂 的 或 然 率 。 如 果 “ 
氨 键 的 强度 较 弱 , 则 1 2.… 必 个 连接 的 氮 键 不 能 使 两 个 碎片 蒜 合 
在 一 起 。 在 这 种 情况 下 双 链 断裂 的 或 然 率 较 大 , 应 为 : 3 
s=p[1— (1—p)?**4] =p?(2h+1) | 

图 78 表示 出 在 不 同志 值 时 所 计算 出 来 的 分 子 量 误 变 。 与 实 芥 值 
HORE A 5 thE h—2 的 曲 净 。 因 此 实验 精 果 似乎 可 以 用 腊 氧 核 
SRNR TL TAUREN EY ER, TORRES 
BUEN APR RM EE AR, RUSS. 
PIS AES EAE 3、4、5 OR Hy BEL, FD et A 
合作 效应 (co-operative effect) tA TE FB. B: 

Pb FGETS TL AS HT AB AE 四 
的 键 都 一 样 地 容易 受 酶 的 作用 而 断裂 。 wR ARORE, TOBA 
断裂 某 些 核 背 酸 间 的 键 ， 则 在 分 子 中 对 向 位 置 的 切断 的 或 然 达 或 
近乎 对 向 位 置 的 切断 的 或 然 率 更 非常 的 小 。 井 且 未 端 选 择 性 双 链 
切断 亦 将 不 可 能 ， 因 为 在 这 样 的 情况 下 ， 在 分 子 量 降 为 原来 数值 
的 90 多 以前 ,每 一 个 母体 :- 均 分 子 网 有 3000 ABREU AL, 以 代 共 
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PRUE BAYH 100 个 断裂 的 键 (图 78) 。 
; Re pe TBE aie by FA BUDE RE AYE FS BW BH _E, Schumaker, 
Richards 和 Schachman™®” 便 得 到 如 上 所 述 的 腊 氧 核糖 核酸 酶 作 
用 的 动力 学 的 相互 补充 烙 果 。 这 个 竹 计 理论 引出 下 面 的 关系 式 : 
log(1—R) 一 mlogt 十 常数 
式 中 五 为 在 任何 时 间 上 时 所 观察 到 的 特性 粘 数 与 起 始 值 之 比 ,% 

为 腊 氧 核糖 核酸 分 子 中 的 续 链 数 。 从 粘度 测定 的 结果 的 分 析 得 出 
的 浆 值 为 .47。 所 有 能 够 解释 这 个 数值 小 于 2 的 种 种 可 能 性 都 已 
CPE Toe. 这 些 可 能 性 包括 制品 中 单 股 分 子 的 存在 、 双 股 链 
同时 受到 酶 的 攻击 以 及 根据 Dekker 和 Schachman™ AO AMR 
链 模 型 分 子 中 已 有 的 断裂 的 存在 。 但 是 ,如 果 分 子 中 有 裂口 存在 ， 
则 所 得 的 车 果 表 示 狗 每 3000 个 核 苷 酸 处 出 现 一 个 妥 口 ,这 些 有 裂口 
AY HERA AKAD F Dekker 和 Schachman 原先 所 诉 想 的 。 因 
Aix Rix, Schumaker, Richards 和 Schachman 最 后 断定 他 
个 的 糙 果 很 好 地 适合 于 连续 的 双 股 模型 ,并 且 要 与 Thomas 的 观 
察 相 一 致 (参看 上 面 ) ,也 断定 当 双 股 链 都 断裂 时 ,阻止 一 个 分 子 破 
裂 所 需要 的 氮 键 的 数目 不 会 多 于 6 个 。 

 ” 当 酶 降解 进行 时 ， 具 有 转移 活力 的 腹 氧 核糖 核酸 显示 出 转移 
活力 的 迅速 下 降 ， 因 此 这 明显 地 指出 分 子 量 与 生物 活性 间 的 关 
ws) 。 这 种 关系 介 由 Litt, Marmur, Ephrussi-Taylor 和 Doty®! 
用 对 超声 波 碎 片 进行 转移 活力 的 测定 加 以 研究 。 他 们 发 现 一 个 狗 
y 1x 10° 的 临界 分 子 量 , 低 于 这 个 数值 时 转移 活力 朗 消 失 。 这 个 
临界 分 子 量 可 认为 是 指 与 血 胞 遗传 物质 糙 合 的 或 疹 人 到 短 胞 中 的 
遗 传 物质 的 最 低 分 子 量 。 

(Here eR) 
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WAVE POE HALE, SMe eRe PHS Be 
(如果 不 是 唯一 的 键 的 话 ) 是 一 个 相 邻 核 苷 酸 间 在 3 和 5 位置 处 
相连 接 的 磷酸 二 酯 基 团 。 假如 这 是 成 糖 核酸 的 唯一 连接 形式 ， 则 
PEA yy AEA ST RA. 但 是 , 亦 有 人 认为 有 些 成 糖 核酸 
或 者 甚至 全 部 成 糖 核酸 都 带 有 支 链 。 支 链 的 生成 有 两 种 可 能 方 
式 : 第 一 ,通过 磷酸 三 酯 键 JJ) , 第 二 ,通过 已 在 Ce) 和 Os, 处 酯 化 
的 成 糖 残 基 的 Co) 状 基 处 酯 化 ID) 。 

Allen 和 Hiler™ 与 Fletcher、Gulland 和 Jordan™ 的 观察 ， 
即 酵 母 核 糖 核酸 的 电位 汉 定 曲线 表明 在 pH 5 到 7.5 Hie Ee 
内 每 和 个 磷 原 子 有 将 近 一 个 可 注定 基 团 ,为 伟 有 磷酸 三 酯 的 .具有 
支 链 的 结构 工 的 证 明 。Hletcher Gulland 和 Jordan 加 认为 这 个 可 
酒 定 基 团 是 一 个 二 儿 磷 酸 基 团 ,可 由 多 核 音 酸 中 出 现 (T) 型 的 支 链 
时 产生 ， 因 为 在 支 链 末端 的 核 苷 酸 必定 具有 一 个 三 狼 和 一 个 一 般 “ 


Dll 


未 酯 化 的 磷酸 基 团 (具有 侧 链 的 结构 (IT) 井 不 是 唯一 的 与 涌 定 数据 国 


相符 合 的 车 构 , 因 为 Fletcher, Gulland 和 Jordan”! 亦 提 Hit— 
AW Ar Ai = BB AG) HR F-AN Olay —Cl a) 键 代替 Oo 一 0O'。 BRANT SRR — 
#9. 1 TXT Fees (T) RARER, BES 
作 章 所 提 的 证据 亦 应 予以 排除 。 这 个 证 据 指出 核 苷 酸 问 的 链 主 要 
是 Oe) 一 Oo) 键 。 戊 糖 核酸 电位 涌 定 曲线 的 形状 绍 补 几 个 研究 工作 
者 所 证 实 &9， 他 们 一 般 也 都 用 在 成 糖 核酸 中 有 二 儿 磷 酸 和 二 毅 司 
磷酸 基 团 存 在 的 假定 来 解释 他 们 的 千 果 。 同 样 ,用 平衡 透析 法 bam 时 
UU i eS RS LAL Ai A ESO aE te 


wie, eee ee | A 
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引 


。 与 染料 千 合 的 不 同位 置 ， 这 二 个 位 置 入 认为 就 是 一 般 和 二 般 的 磅 


ia 


酸 基 团 。 


尽管 这 个 证 据 对 在 皮 糖 核酸 中 有 -一般 和 二 航 斐 酸 基 团 的 存在 


OH 
0b —0— 45 —okit 
i 
HO—P—O—#i— gid 


O 


HO_P—-O— kg 


HOP 一 0 一 糖 一 碱 基 


GD) 


加 以 支持 ， 但 是 这 些 结 论 仍 常 彼 批评 为 不 能 代表 天 然 友 糖 核酸 的 
STE PEA, SPE Eh EL HY, SMe HE eB 
”而 同时 不 使 其 降解 是 困难 的 ， 因 此 这 几乎 可 以 肯定 上 面 所 讨论 的 
_ 早先 的 研究 都 是 用 降解 的 制品 进行 的 。 涉 及 多 核 背 酸 问 大 酸 二 酯 
” 键 水 解 的 降解 必然 会 使 二 般 磷酸 基 团 释 出 ， 因 此 存在 于 降解 产物 
中 的 这 些 基 团 的 数量 与 提取 方法 的 性 质 以 及 继 后 的 任何 分 航 分 离 
开 法 的 性 质 有 关 。 这 个 见解 彼 Orestteld 、Smith 和 Allen 的 酝 


” 峡 核 糖 核酸 制品 的 涌 定 所 旋 实 ， 这 个 制品 是 用 比较 温和 的 方法 制 


备 的 (参看 第 二 章 , 29 页 )。 虽 然 还 没有 测定 这 个 样品 的 分 子 量 ,但 
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它 的 沙 液 所 具有 的 特性 粘 数 比 先前 所 训 载 的 任何 数值 为 高 s aT a 
醚 母 核糖 核酸 样品 在 p 也 6~8 ZH NHR) Ae, A 
而 这 些 研 完工 作者 断定 这 个 样品 含有 每 16 个 磷 原 子 不 到 一 个 的 
磷酸 基 团 ， 这 个 数值 比 先前 的 研究 工作 者 对 用 人 
友 糖 核酸 样品 所 观察 到 的 数值 低 得 多 。 
Cox, Jones, Marsh 和 Peacocke'** 从 成 糖 核酸 的 涌 定 车 
果 ， 进 一 步 证 实 了 上 面 的 见解 ， 这 个 友 糖 核酸 是 用 温和 的 方法 从 
Areobactor aerogenes 中 提取 出 来 的 (在 60`C 时 用 胆 酸 钢 在 0. 14M 


ot 
oO 


oO 


=) 


每 4 克 原 子 磷 糙 合 酸 或 猪 合 碱 的 当量 数 


— 
=) 


2.0 


图 79 Aerobacter areogenes WB AZTR GY Te HE 
{TT aD RR cKMRieNOTERabew a; TAO TV. 5 
7 PR RS EB TG 69 SM Te FS HE 
(R. A. Cox, A. 8. Jones, O. FE. Marsh 和 A. R. Podsbenes 
Biochim. biophys. Acta 1956, 21, 576 Bi) 
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BALSA HY 1% YEW), FE BLA 1.5 x 10° 的 分 子 量 (用 光 散 射 法 
WeAS), 这 个 数值 比 Fletcher, Gulland 和 Jordan”! 对 酵母 核 
糖 核酸 研究 所 得 的 分 子 量 1.5~2.8x104 (用 扩散 法 测定 的 中 ) 要 
天 得 多 。 图 79 中 的 涌 定 曲 比 显示 出 过 去 只 能 从 腊 氧 友 糖 核酸 中 
观察 到 的 正 向 涌 定 曲 粮 与 逆向 涌 定 曲线 的 差别 。 对 现在 讨论 更 具 
重要 性 的 是 在 碱 性 范围 内 的 正 向 和 逆向 满 定 曲 毕 中 在 pH5.0~ 
7.5 范 园 内 的 几乎 成 水 平 的 直线 (图 79, HET ANID), 。 这 明显 地 
表明 在 这 个 核酸 中 井 不 存在 有 可 赏 察 的 二 级 磷 酸 基 团 。 

在 车 构 (IT) 中 所 假 改 的 支 链 的 形成 的 一 个 重要 特点 是 有 三 酯 
化 磷酸 基 轩 的 存在 。 如 果 这 个 基 团 与 二 酯 基 团 同时 存在 于 友 糖 核 
酸 中 ， 则 核酸 的 水 解 将 完全 依照 舍 有 至 少 两 个 反应 速度 常数 的 复 
条 涂 径 进行 。Bacher 和 Allen"?® 与 Oavajlierid7l 指出 大 水解 的 途 
径 是 复杂 的 ,而 后 一 研究 者 发 现 ,为 了 满意 地 解释 反应 速度 曲线 , 必 
须 假 定 两 个 反应 速度 常数 ,其 中 一 个 是 高 的 , 另 一 个 是 低 的 。 但 是 ， 
这 不 能 当 作 支持 磷酸 三 酯 基 团 存在 的 证 据 ， 因 为 不 同 核 苷 酸 对 之 
间 的 二 酯 键 的 水 解 速率 工 不 相同 ， 而 且 水 解 的 第 二 阶段 可 能 涉及 
使 核 昔 酸 变 为 核 背 和 磷酸 的 水 解 ” 。 更 重要 的 是 Brown、Magrath 
和 Todd™®) 的 观察 , 朗 这 个 三 酯 一 一 尿 喀 啶 核 背 -3'- 二 甲 磷酸 栈 
一 -在 任何 p 互 溶液 中 都 是 不 稳定 的 ,其 最 大 稳定 度 是 在 PH2~3 
之 问 ;在 这 个 p 也 范围 内 ,其 守 误 期 为 4~5 小时。 在 PH0O 和 9 时 


后 误 期 狗 为 16 Sy Sh, Tite PHT 时 旭 大 狗 为 05 分钟。Bromn、 


Magraph 和 Todd"® 断定 在 成 糖 核酸 中 不 能 有 磷酸 三 酯 键 存 在 ， 
因为 他 个 看 到 戊 糖 核酸 在 pH7 时 是 稳定 的 ,甚至 在 p 也 10.6 HYG 
显示 出 没有 很 快 的 降解 吕 ) 。 

由 于 上 述 的 证 据 ， 尤 其 是 在 小 心 制备 的 友 糖 核酸 样品 中 不 含 
有 二 级 磷酸 基 团 ,以 及 磷酸 三 酯 在 水 次 液 中 是 不 稳定 的 证据 ,必须 ， 
断定 没有 满意 的 实验 数据 可 以 支持 车 构 (I) ,因此 可 以 假定 在 提取 
出 来 的 友 糖 核酸 中 并 没有 磷酸 三 酯 键 。 到 底 在 活 租 胞 的 天 然 核酸 
中 是 否 有 这 种 磷酸 三 酯 键 存 在 仍 是 一 个 疑问 ， 因 为 它 在 DHT 时 
工 不 稳定 ,除非 它 是 显著 地 受到 核酸 与 蛋白 质 千 合 的 影响 。 
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Brown 和 Todd?” 提出 了 第 二 种 形成 支 链 的 可 能 方式 \ 竺 构 “ 
IL) 以 适应 容易 秆 水 解 的 必需 和 条件, 例如 形成 2 一 3 环 状 磷酸 三 酯 
(参看 第 八 章 , 146 页 ) ,同时 还 解释 了 核糖 核酸 酶 对 从 友 糖 核酸 中 
优先 释 出 喀 啶 核 苷 酸 而 留 下 一 个 含有 原来 核酸 中 的 大 部 分 味 啥 核 
昔 酸 的 不 能 透析 的 “极限 多 核 苷 酸 ” (limit polynucleotidqe) 或 核 * 
(core) 的 作用 52t2。 因 此 Brown fi Todd” 发 展 了 Magasanik 和 
Ohargaff23 的 见解 , 即 喀 啶 核 背 酸 主要 是 位 在 象 结 构 CIT) FR 
链 上 ;而 多 核 背 酸 主干 (backbone) 则 主要 由 呀 喻 核 背 酸 所 和 粗 成 。 


但 是 ,根据 Markham 和 Smith”! 与 Volkin 和 Cohn®” 的 观察 ， 


朗 沟 核糖 核酸 酶 作用 后 留 下 的 “极限 多 核 昔 酸 ?或 5 核对 水 进行 透 
析 时 虽然 不 能 透 过 赛 吏 角 ,但 对 盐 溶 液 进行 透析 时 旭 很 容易 透 过 ， 
因此 对 这 种 友 糖 核酸 千 构 的 见解 必须 大 大 加 以 修改 。 这 些 透 过 部 
分 的 分 子 量 比 原来 估计 的 要 小 很 多 ,其 长 度 只 有 8 BI ER 
这 些 观 察 ,与 目前 所 知道 的 核糖 核酸 酶 的 基本 作用 机 制 (参看 下 面 ) 
一 起 考虑 时 ,在 很 大 程度 上 消除 了 支持 结构 (IT) 的 证 据 。 
象 Schmidt 及 其 同 工 者 后] 与 Loring, Carpenter 和 及 ol1522 
所 首先 指出 的 ， 胰 核糖 核酸 酶 只 专门 断裂 3- 喀 喧 核 昔 酸 的 酸 
基 与 相 邻 的 一 个 味 啥 或 喀 喧 核 音 酸 中 -羟基 问 的 键 。Brzown 和 
Todd?” 成功 地 证 实 了 这 个 专 一 性 ,他 个 指出 核糖 核酸 酶 立 序 水 解 
胞 喀 啶 核 昔 -3 磷酸 单 酷 和 尿 喀 啶 核 苷 -3'- 磷 酸 单 酯 CB, 
BRE BR) ,但 不 能 水 解 相应 的 2- 磷酸 ,也 不 能 水 解 腺 叶 啥 枝 昔 酸 “ 国 
CPPS AR A ABR, Brown, Dekker 和 Todd8# 与 Markham 4a 
和 Smith” BES Tike — te, HS AE 
序 水解 环 状 的 尿 喀 啶 核 音 和 胞 喀 啶 核 苷 -2，3/- 磷 酸 , 但 示 能 水 解 “ 国 
腺 顺 哈 核 苷 和 饲 顺 哈 核 苷 的 类 似 物 。 这 些 见 解 亦 鹤 核 糖 核酸 酶 对 
合成 的 多 核 背 酸 作用 的 烙 果 所 证 实 。 这 个 作用 将 在 第 十 四 章 加 以 
计 闪 。 因 此 在 核糖 核酸 酶 消化 产物 中 含有 喀 啶 单 核 背 酸 可 以 用 在 
一 个 直 链 的 多 核 并 酸 链 中 存在 有 两 个 或 两 个 以 上 相 邻 的 哮 啶 单 核 
苷 酸 来 解释 。 核 烽 核 酸 酶 将 专门 水 解 (IIT) 中 虚 禾 切 断 处 的 键 , 因 
此 只 能 释 出 一 个 喀 啶 单 核 昔 酸 。 如 果 核 糖 核酸 酶 作用 在 两 侧 都 有 
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Fl He Se PAL BS ASW BG Se AK TE B19 EF SB RA 2 BEL 
有 支 链 的 〈IT) ai DAIL ie , pe 
一 样 适当 地 解释 所 观察 到 的 核糖 核酸 酶 的 作用 2” 。 
为 了 想 诈 实在 友 糖 核酸 中 具有 一 个 支 链 ， oF Reon 
FADE 16 , AED ERK IE SA OT PSE CATE. A 
个 3 一 5' ite — BRE AK BER SG TY ,水 解 后 将 只 使 2- 甲 基 
核糖 分 离 ， 而 带 有 (II) 型 支 链 的 车 构 则 使 水 解 产 物 中 含有 核糖 。 
虽然 全 在 水 解 产 物 中 检 出 核糖 “'” ,但 这 彼 认 为 不 一 定 是 提供 支 
链 存 在 的 可 以 信服 的 证 据 ， 因 为 全 沟 诈 明 过 在 甲 基 化 时 发 生 磷 酸 
基 轩 的 移 位 5 ; 因此 将 这 个 方法 应 用 于 多 核 苷 酸 时 ， 不 一 定 能 对 
多 核 背 酸 的 和 结构 提供 可 著 的 证 据 , 因 为 在 实验 的 条 件 下 , 核 背 酸 问 
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eRe PICT. BUT CAE BRE 
可 以 支持 或 者 反对 这 个 带 有 便 链 的 精 构 (IT) 。 


成 糖 核酸 的 分 子 构 型 ， 
与 腹 氧 友 糖 核酸 有 明显 的 不 同 ， 关 于 成 糖 核酸 分 子 构 型 的 知 


茂 目 前 几乎 是 初步 的 。 成 功 的 X- 射 帮 衍 射 研究 需要 有 烙 晶 状 态 或 “ 国 


纤 蕉 状态 的 定向 排列 的 分 子 。 虽 然 Rich 和 WatsonB9 @ y yey 
液 中 用 玻璃 棒 挑 出 的 方法 得 到 友 糖 核酸 的 纤 礁 ， 象 对 脱氧 皮 糖 核 
酸 所 做 的 那样 (参看 第 九 章 ,163 页 ) ,但 是 分 子 定向 排列 的 程度 还 
很 差 ,而 且 不 能 得 到 清晰 的 X- 射 线 衍 射 照片 。 这 可 能 是 因为 友 糖 
核酸 分 子 本 来 是 比较 短 的 ， 因而 更 难于 作 苞 型 排列 ， 或 者 因为 其 形 
状 不 规则 而 不 能 整齐 地 密集 在 一 起 。 

照片 6 表示 出 Rich 和 Watsoncol 所 得 到 的 一 个 奥 型 的 X- 
SHE HAR. UMESIT BEBE MEARE Ese 


Asie LEME DORM, BUR 


SATE Ah OI, (BRAS 
晰 的 图 片 , 则 仍 存在 有 能 够 观察 到 不 同 差别 的 可 能 性 。 要 与 股 氧 
友 糖 核酸 的 X- 射 缕 街 射 照 片 作 比较 ,可 将 照片 6 与 照片 10164 页 


对 面 ) 相 比 。 改 变 戊 糖 核酸 纤 蕉 的 含水 量 会 使 其 X- 射 疙 衍射 图 日 


象 改变 ,这 使 人 回想 到 膀 氧 友 糖 核酸 的 性 质 ,虽然 其 围 象 的 改变 形 
去 不 同 。 照 片 6 是 从 核糖 核酸 的 干 纤 厅 照 得 的 。 如 果 将 相对 温度 


增加 到 90% 以 上 , 则 粉 状 环 (powder ring) 变 得 清晰 ,并且 出 现 二 国 
个 新 的 环 ， 表 示 着 一 个 长 下 离 的 秩序 (long-range order) 。 这 种 a | 


Te” FP” Hg > [LE AL BT RAY 4 

尽管 这 些 又 -射线 衍射 图 象 还 不 够 清晰 但 eee q 
性 多 推论 。 FTHAR PART, Raa SE 下 
MEM END 3.3~4.0A 的 有 规律 的 间隔 相符 合 。 这 些 衍射 点 天 往 
同 与 纤 蕉 轴 成 直角 的 顺 哈 碱 和 喀 喧 碱 的 堆 有 关 ， 这 一 车 葵 被 纤维 下 
AAR WIT SH (negative birefringence) Hidatsa Rt HY aad 4 


PEF 
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照片 6 核糖 核酸 纤维 的 X-HBbIHBR 

(A. Rich #1 J. D. Watson: Proc. nat. 

Acad. Sci., Wash. 1954, 40, 762 页 ) 
err ial ees M3 Hy BE BEE Wy 25 ~ 28 A, 这 一 数值 可 与 烙 晶 状态 (A 
7) fy EA OR A TES BE es 28 A 和 酝 晶 状态 (B 型 ) 的 重复 距 
B34 A HED, FE1I~14 A 处 似乎 也 有 一 个 强烈 的 第 二 次 重复 
距离 。 在 子午 线 上 在 4 A mH 18 A 之 问 没有 衍射 点 ; Rich 与 
Rich 和 Watson'®4° 解释 这 个 现象 为 表示 戊 糖 核酸 的 构 型 是 一 个 
MHI, 在 赤道 上 的 衍射 点 从 未 完全 利明 , 因此 很 难 准确 
测定 螺旋 的 直径 ,但 人 烃 估计 其 大 金 在 2LA 和 25A OY, 

。 因此 成 糖 核酸 和 膜 氧 成 糖 核酸 的 大 小 伺 乎 非常 接近 。 但 是 ， 
从 友 糖 核酸 X- 射 线 街 射 照片 的 研究 , 丛 没 有 肯定 的 证 据 证 明 到 底 
成 糖 核酸 是 否 只 含 单 股 多 核 昔 酸 螺旋 ， 抑 或 象 股 氧 成 糖 核酸 一 样 
和 包含 以 特殊 氨 键 过 接 的 双 股 链 。 从 其 他 研究 所 得 的 诈 据 亦 不 能 加 
以 肯定 ， 因 此 现在 不 能 决定 应 蔷 选 择 这 二 个 之 问 的 哪 一 个 。Oox、 
Jones, Marsh 和 Peacocke" zz (参看 图 79) 用 温和 的 方 
法 从 Aerobacter aerogenes HENLE Shy Newer we Hy Fe MS Tm ae th BE 
15 RUS By RAC AT HE Hh EE MI] (BGA 36, 172 
页 ) PIR Dx Jak eb is LAR 7p PY A Js AH HE I 
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到 的 核糖 核酸 呈 制 品 的 类 似 的 涌 定 曲 维 。 戊 糖 核酸 的 正 向 涌 定 
曲线 和 道 向 涌 定 曲线 之 间 的 差距 〈 图 79) WARGO 
那么 大 ; 虽然 如 此 , 这 已 在 实验 愤 差 限度 以 外 , HATA 
氧 友 糖 核酸 所 污染 的 称 故 。 从 涌 定 曲 北 中 可 以 看 出 吧 核 酸 中 天 
WA 25~380% 的 6- 扰 基 和 25~30% 的 一 N 瑟 一 00 一 基 是 以 毛 键 
连接 的 。 为 了 要 决定 氨基 和 NH—OO— 基 是 否 由 氢 键 连接 , 酸 
EASE a TE ES SE OE EASES, IF 
SEG BEART — FE, 从 Cox, Jones, Marsh 和 Peacocke”?! 
的 初步 研究 ,这 一 点 还 不 能 确切 地 加 以 肯定 ,虽然 所 得 到 的 迹象 表 
明 这 两 个 逆向 涌 定 曲 革 是 不 重合 的 。 如 果 这 个 见解 是 芙 实 的 话 ， 
则 意味 背 与 腊 氧 友 糖 核酸 中 的 毛 键 连接 相 比 较 时 ， 戊 糖 核酸 中 有 
另 一 种 形式 的 氮 键 连接 。 但 是 ,另外 一 个 的 解释 只 能 是 :由 于 参与 
” 氮 键 速 接 的 氨基 和 —NH—OO— 基 的 数量 较 少 ,这 个 皮 糖 核酸 样 
” 品 是 一 个 由 氨 键 连接 的 和 不 由 氨 键 速 接 的 分 子 的 混和 物 吧 。 
从 成 糖 核酸 的 叉 - 射 线 衍 射 图 讲 与 合成 的 腺 嘎 哈 多核 背 酸 的 
X- 射 痿 衍射 图 讲 的 比较 得 到 了 双 螺 旋 千 构 的 进一步 证 明 (参看 第 
二 四 章 ) 。 虽 然 腺 叶 哈 多 核 苷 酸 的 糙 构 向 不 能 确切 地 知道 ,但 从 
和 -射线 衍射 图 象 的 研究 ， Watson 4 认为 在 每 一 个 单 胞 (unit cell) - 
内 有 两 条 腺 嗓 喻 多核 背 酸 链 存 在 。 从 各 种 可 能 的 糙 构 模型 以 及 所 
预知 的 关于 它们 的 X- 射 姜 街 射 图 计 来 考虑 ， 还 可 以 进一步 认为 
这 两 条 链 很 可 能 是 和 Watson-Orick ORAS PA 


条 股 氧 多 核 昔 酸 锁 一 样 缠 生 在 一 起 。 因 为 腺 顺 哈 多核 音 酸 的 X 国 
AVERT ATA Sn ORR Xe HR EA, Bk 
Watson"! rE KO RNG AS Ag Re 


Wes 79) , $l DRA RS AA WY iB Fy eR Hie a 

Watson 和 Orick (Ia DOW Me Bt M1hy BOA IR 
Es} FES Se Ge J ER nb ny Se Ep mA ge 
Wit LCE. SATE ARH INGHH I SLRL PE H edRLb 
FADE HE AD Fe FR SCEF ISAS PE BD, EB YRIELSIE A —- Lp at ie ta pss 
PLEAD Hs pL A BE ky WMS a mse RCS ge Gy LE 


De RRR DF Home : 289 


。 的 易 变 数值 (参看 表 1, 50 页 ) 全 使 这 个 证 据 的 有 效 性 发 生 怀 疑 。 


但 是 ， 在 友 糖 核酸 中 很 少 发 现 过 互补 的 比例 (参看 表 7，89 页 )， 
HAAR Rich 和 Watson 便 指 出 这 样 的 比例 确实 存在 于 从 哺乳 
类 动物 钥 鞭 提取 出 来 的 革 些 选择 性 的 成 糖 核酸 中 。 但 是 ,对 植物 
病毒 的 成 糖 核酸 来 讲 ， 还 没有 发 现 过 这 种 互补 的 比例 。 了 son 和 
Oharga 作 :4 各 认为 在 成 糖 核 酸 中 所 以 不 能 找到 这 样 互补 的 比例 ， 
可 能 是 由 于 只 分 析 了 和 尊 胞 中 部 分 的 成 糖 核酸 的 和 缘故。 因此 他 们 发 
展 了 从 一 个 兽 胞 中 分 离 出 全 部 戊 糖 核酸 的 技术 > 知 。 从 这 些 研究 


”的 千 果 (人 参看 表 23) 可 以 看 出 ,虽然 腺 呀 哈 对 尿 喀 吓 和 岛 味 喻 对 胞 


喀 啶 的 比例 不 等 于 工 但 它们 几乎 有 相同 的 数值 。 这 些 和 结论 是 这 
样 的 重要 ， 以 致 必须 认识 到 在 友 糖 核酸 中 不 存在 有 互补 的 比例 可 
能 是 因为 其 他 的 原因 。 这 可 以 归 因 于 含有 全 部 核酸 样品 的 不 同 核 
酸 航 分 的 碱 基 和 粗 成 的 不 同 。 在 每 个 组 分 中 具有 互补 的 比例 。 另 外 ， 
也 可 以 归 因 于 毛 键 速 接 的 无 规律 性 。Watsoncs' 细 全 指出 ,如 果 戊 
糖 核酸 具有 与 腺 嘎 吟 多 核 背 酸 相同 的 千 构 ， 则 氨 键 的 连接 必定 是 
无 规律 的 。 最 后 , 没有 互补 的 比例 能 够 用 单 股 螺旋 或 双 螺旋 形成 
大 量 全 争 求 解释 。 互 补 的 氢 鱼 速 接 存在 于 双 股 蝇 旋 的 主 于 上 而 不 
存在 于 侧 链 上 。 

对 几 种 能 以 千 晶 形式 得 到 的 病毒 来 讲 ， Franklin 及 其 同 工 


玫 23 从 全 粗 积 或 全 和 胞 中 提取 出 来 的 戌 糖 楼 酸 的 克 分 子 比 


高 嘎 喻 | 胞 喀 啶 | emg | AD | GU 


机 Ti sia UR OY 


. 牛 肝 17.10 


27.30 | 33.90 | 21.70 | 0.79 | 0.80 

Abe 19.70 | 26.70 | 33.40 | 20.20 0.97 0.80 
ADABE 19.40 | 29.50 | 30.70 | 20.40 | 0.95 | 0.96 

. 海胆 22.56 29.42 27.19 20 .82 1.09 1.09 
酵母 25.40 24.60 | 22.63 27 .37 0.93 1.09 
Serratia marcescens . 20.30 | 31.20 | 24.30 | 24.10 0.84 1.28 
FEB 25.30 | 28.80 | 24.70 | 21.20 | 1.19 | 1.16 


分 枝 杆 菌 30.75 | 27.10 | 21.25 0.98 1.13 


(摘自 D. Elson 和 BE. Ohargaff: Biochim. biophys. Acta. 1955, 17, 369 页 ) 
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者 Gov55 和 Ginoza™” 全 确定 病毒 中 的 友 糖 核酸 是 以 直径 为 40A 7 
的 单 螺 施 状 态 存在 。 这 个 核酸 是 埋 存 在 蛋白 质 亚 基 里 的 , ae 


个 蛋白 质 亚 基 对 病毒 友 糖 核酸 构 型 的 测定 起 着 重要 的 作用 。 如 有 果 OF 


将 蛋白 质 除 去 ,而 使 病毒 皮 糖 核酸 游离 出 来 , 则 几 乎 可 以 背 定 会 使 
友 糖 核酸 螺旋 的 大 小 发 生 改 变 ， 但 人 们 不 可 能 希望 单 股 螺旋 的 本 
质 也 会 发 生 改 变 。 但 是 ,鉴于 Rich 和 Watsoneo'49 所 观察 到 的 烟 
CHE IPS Se aK OE AEA OX SAT ST 
DRG ORI AB TRE, AR 
RPC TE TH PSHE 9 Se A PH TIC DAB HE I 恒 
可 能 人 性。 合成 的 多 核 苷 酸 (参看 第 十 四 章 ) 立 刻 会 变 成 含有 相同 或 “ 恒 
不 相同 的 双 股 或 三 股 螺 旋 复 合体 ,表示 这 种 聚集 井 不 是 不 可 能 的 。 

由 各 种 化 学 试剂 和 酶 对 戊 糖 核酸 作用 另 ' 吧 所 引起 的 <e(P) 值 
的 增加 ,不 能 认为 和 天 然 腊 氧 友 糖 核酸 一 样 是 变性 的 影响 ,因为 天 
SR BEA IB AY e( 了 ) 的 最 低 值 是 在 7700 和 7800 ZH] ,着 且 与 变性 
的 腹 氧 成 糖 核酸 的 最 低 值 相 符合 。 这 二 个 数值 的 相 一 致 芽 不足 为 
奇 , 因为 这 个 病毒 核酸 是 用 热 变性 方法 从 病毒 提取 出 来 的 。 用 去 
污 剂 法 从 烟草 花 叶 病毒 制备 的 成 糖 核酸 ， 或 用 重 燕 馆 的 苯酚 失 烟 ， 
”草花 叶 病 毒 提 了 芭 的 戊 糖 核酸 ,显示 出 当 加 入 电解 质 时 , 光 密 度 降 低 


移 百 分 之 15 到 百 分 之 220", 但是， 病毒 成 糖 核酸 并 不 条 脱氧 皮 时 


糖 核酸 在 原来 性 质 与 光 密 度 之 间 有 相同 的 关系 ， 因 为 用 市 售 节 酚 
提取 的 而 在 加 大 电解 质 时 不 显示 出 减 色 效应 (hypochromic) 的 病 
毒 核酸 ， 傅 被 发 现 其 与 显示 出 光 密 度 变化 的 制品 具有 相同 的 感 桨 
能 力 。 

根据 上 面 的 寻 论 ,当前 对 友 糖 核酸 烙 构 的 见解 显然 有 些 混乱 。 
似乎 很 有 必要 对 小 心 提取 的 制品 再 进行 满 定 研究 和 XH SH 
图 讲 的 研究 。 在 能 够 进行 进一步 研究 之 前 ,大 概 也 有 必要 对 友 煤 
核酸 的 个 别 狼 分 进行 这 样 的 研究 。 从 苯 胞 组 积 中 提取 出 来 的 友 烽 下 
核酸 与 从 病毒 中 提取 出 来 的 成 糟 核酸 很 可 能 是 根本 不 同 的 。 目 前 
的 证 据 表 明 ,前 一 种 的 友 糖 核酸 具有 一 个 双 股 螺旋 的 烙 构 ,而 后 二 . 
种 友 糖 核酸 则 为 单 股 螺旋 的 烙 构 。 
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时 更 为 不 温和 的 条 件 。 近 年 求 ， 因为 Fraenkel-Oonrat 及 其 同 工 者 与 
_Gierer 和 8Schramm 能 够 从 不 同 的 病毒 中 提取 出 具有 不 比 原来 病毒 
为 少 的 感染 能 力 的 成 糖 核酸 ， 因 此 病毒 友 糖 核酸 的 研究 变 得 更 有 
”成 果 。 工 且 已 辉 肯定 这 种 感染 能 力 是 属于 全 部 的 或 者 近 平 全 部 的 
核酸 分 子 , 而 不 是 属于 一 个 特殊 的 高 分 子 量 部 分 en。 因 此 可 以 断 
定 , 这 样 的 病毒 枝 酸 制品 必定 能 够 代表 芙 正 没有 改变 的 天 然 核酸 。 
自从 早期 为 了 支持 现在 放弃 已 久 的 四 核 苷 酸 的 假 谢 而 测定 分 
子 量 以 来 , 成 糖 核酸 的 分 子 量 便 狐 是 等 葵 的 题目 。 近年 来 对 认为 
大 部 分 是 没有 降解 的 制品 所 测 得 的 分 子 量 的 千 果 摘录 在 表 24 中 。 
表 中 所 烈 的 所 有 数值 都 在 10° 以 上 ,因此 无 可 怀疑 ,以 前 所 记载 的 
近乎 10* 和 更 小 的 数值 5 都 是 从 降解 样品 测 得 的 。 1942 年 
Oohen 和 Stanley” 指出 怎样 才能 从 病毒 中 用 热 变 性 方法 提取 高 
分 子 量 的 成 糖 核酸 。 此 后 他 人 的 提取 方法 人 沟 改良 过 。 而 现在 得 
到 公认 的 核酸 的 分 子 量 狗 为 1.7xX104*。 因 此 我 们 知道 玛 少 有 一 些 
友 糖 核酸 具有 不 小 于 觅 氧 成 糖 核酸 的 分 子 量 。 如 果 烟 草花 叶 病 毒 
的 戊 糖 核酸 被 关 明 是 单 股 螺旋 的 话 ， 则 在 这 两 个 核酸 中 的 单 链 的 
多 核 苷 酸 的 分 子 量 一 定 非 常 接近 。 

Hopkins 和 Sinsheimer ”对 制备 烟草 花 叶 病毒 友 糖 核酸 方 

法 的 审查 全 揭露 出 至 少 有 三 种 因素 影响 所 得 的 核酸 的 分 子 量 。 它 
个 是 : (在 热 变性 过 程 中 病毒 的 淡 度 ， (2) 深 液 中 磷酸 根 离子 的 存 
FEA (8) MNP SN ERE AVR PIG TEM IRE KAT A 4 AR 
时 , 则 得 到 的 分 子 量 数值 大 (大 于 2% 10°) , 这 表示 有 聚集 作用 ,而 
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Fe 24 TRL DONRMERE AAO SPER. 

测定 方法 

沉降 法 ,特性 粘 数 法 


We BE 

Aerobacter aerogenes 

BUF 3 | 
牛 肝 沉降 法 ,特性 粘 数 法 
烟草 花 叶 病毒 沉降 法 ,扩散 法 
烟草 花 叶 病毒 沉降 法 ,特性 粘 数 法 
烟草 花 叶 病毒 -| 泡 降 法 ,特性 粘 数 法 
烟草 花 叶 病毒 沉降 法 ,特性 粘 数 法 


烟草 花 叶 病 毒 光 散 射 法 


在 包括 采用 磷酸 稻 冲 液 的 大 量 方法 中 所 得 到 ( 指 上 面 的 ) 的 分 子 量 
为 1.7 士 0.1x10"。 这 样 得 到 的 皮 狂 核酸 是 高 度 不 对 称 的 , 在 水 
溶液 中 的 长 度 锡 为 1600A。 
烟草 花 叶 病 毒 友 糖 核酸 能 自行 降解 ， 产生 小 分 子 量 (0.59~ 
0.70x105) 的 核酸 盐 ， 这 种 核酸 盐 具 有 很 小 的 感染 能 力 或 不 具 感 
染 能 力 加 。 在 自行 降解 时 ， 分 子 的 破坏 似乎 是 有 规律 的 ， 而 不 是 
随意 的 己 9， 这 表明 沼 着 分 子 的 链 在 一 定 的 间隔 处 有 弱 的 核 音 酸 
Be, AO ERE | 
POPC aE A UF 9 OSs BR 9 FS A 
相当 高 的 粘度 mo， 这 些 粘度 与 速度 梯度 有 关 吧 。 这 似乎 核酸 离 “ 国 
子 的 长 度 是 随 着 离子 强度 的 改变 而 大 大 地 改变 。Hopkins FI 
Sinsheimer" 从 光 散 射 法 的 测定 全 指出 原来 长 度 为 1600 人 的 皮 “里 
糖 核酸 盐 离 子 ; 当 加 入 电解 质 时 其 长 度 缩 短 为 1050 人 ,而 Kawade 导 
和 Kitamura!) 根据 粘度 测定 的 烙 果 , 断定 在 离子 强度 低 的 洲 液 
。 中 核酸 盐 离 子 的 性 质 与 柔软 的 料 型 多 聚 电解 质 相似 。 但 是 ; 在 离 
子 强度 高 的 溶液 中 ， 其 粘度 性 质 比较 接近 于 相当 紧密 的 自由 答 曲 “是 
分 子 。 因 此 戊 糖 核酸 盐 离 子 洲 液 的 性 质 表现 出 比 腊 氧 成 糖 核 酸 盐 “是 
离子 更 为 柔软 。 这 就 支持 了 这 样 的 见解 ; BREE gat 
襄 是 具有 和 氨 键 连接 的 双 股 链 烙 构 , 毋 宁 闹 是 具有 单 链 的 糙 构 。 
CHEE ®) 


rig ig | 293 


EA 文献 


Allen, F. W. and Eiler, J. J. J. biol. Chem. 1941, 137, p. 757 
Fletcher, W. E., Gulland, J. M. and Jordan, D. O. J. chem. Soc. 1944, 
Pp. 33 


_ Chantrenne, H. Bull. Socs. chim. belg. 1946, 55, p. 5 
‘Chantrenne, H., Linderstrom-Lang, K. and Vandendriessche, L. Nature, 


Lond. 1947, 159, p. 877 
Vandendriessche, L. C. R. Lab. Carlsberg (Ser. chim.) 1951, 27, p. 341 


Khouvine, Y. and Grégoire, J. Bull. Soc. Chim. biol., Paris 1944, 26, p.. 


424 

Zittle, OC. A. J. biol. Chem. 1946, 166, p. 491 

Wiener, G., Duggan, E. 有 and Allen, F. W. J. biol. Chem. 1950, 185, 
p. 163 

Cavalieri, L. F., Kerr, S. E. and Angelos, A. J. Amer. chem. Soe. 1951, 
73, p. 2567 

Cavalieri, L. F., Angelos, A. and Balis, M. E. J. Amer. chem. Soc. 1951, 
73, p. 4902 

See for example, Markham, R. and Smith, J. D. The Proteins Vol. 2, 
part A (Ed. H. Neurath and K. Bailey): Academic Press, New York, 
1954, p. 1 a 

Orestfield, A. M., Smith, K. C. and Allen, F. W. J. biole Chem. 1955, 
216, p. 185 

Oox, R. A., Jones, A. S., Marsh, G. E. and Peacocke, A. R. Biochim. 
biophys. Acta 1956, 21, p. 576 

See also Jones, A. S. and Peacocke, A. R. Trans. Faraday Soc. 1957, 53, 
p. 254 

Peacocke, A. R. Special Publication No. 8, The Chemical Society; 
London, 1957 

Fletcher, W. E., Gulland, J. M., Jordan, D. O. and Dibben, H. E. J. 
chem. Soc. 1944, p. 30 

Bacher, J. E. and Allen, F. W. J. biol. Chem. 1950, 182, p. 701 
Oavalieri, L. F. J. Amer. chem. Soc. 1951, 73, p. 4899 

Brown, D. M., Magrath, D. I. and Todd, A. R. J. chem. Soc. 1955, p, 
4396 

Zittle, OC. A. J.Franklin Inst. 1946, 242, p. 221 

Brown, D. M. and Todd, A. R. J. chem. Soc. 1952, p. 52 


! .* 


eae Bhi Athy GE) Oa 
Schmidt, G., Cubiles, R., Swartz, B. H. and Thannhauser, S.J. J a biol. 


Chem. 1947, 170, p. 759 2 
Loring, H. 8., Carpenter, F. H. and Roll, P. M. J. biol. Chem. 107, a 


169, p. 601 
Kerr, 8. E., Seraidarian, K. and Wargon, M. J. biol. Chem. 1949, 181 mo 
p. 773 


Carter, C, E. and Cohn, W. E. J. Amer. chem. Soc. 1950, 72, Pp. 2604 
Boulanger, P., Montreuil, J. and Masse, L. C. R. Acad. Sci AR 1951, 
232, p. 1256 
Markham, R. and Smith, J. D. Research, Lond. 1951, 4, p. 344 

Schmidt, G., Cubiles, R., Zollner, N., Hecht, L., Strickler, N., Seraida- 
rian, K., Seraidarian, M. and Thannhauser, 8S. J. J. biol. Chem. 1951, 
192, p. 715 ot ie 
Magasanik, B. and Chargaff, E. Biochim. biophys. Acta 1951, 7, p. 396 
Markham, R. and Smith, J. D. Biochem. J. 1952, 52, p. 565 

Volkin, E. and Cohn, W. E. J. biol. Chem. 1953, 205, p. 767 

Brown, D. M. and Todd, A. R. J. chem. Soc. 1953, p. 2040 ee 
Brown, D. M., Dekker, C. A. and Todd, A. R. J. chem. i 1952, Bs 
2715 

Markham, R. and Smith, J. D. Biochem. J. 1952, 52, p. 552 

Markham, R. and Smith, J. D. Biochem. J. 1952, 52, Dp. 558 
Brown, D. M. and Todd, A. R. The Nucleic Acids Vol. 1 (Ed. E. 
Chargaff and J. N. Davidson): Academic Press, New York, 1955, p. 409 
Anderson, A. §., ‘abi G. R. and Farrar, K. R. Nature, Lond. 1949, 


163, p. 445 " 
Anderson, A. 8., Barker, G. R., Gulland, J. M. and Lock, M. Vv. io 本 
chem. Soc. 1952, p. 369 ae 


Brown, D. M., Magrath, D. I. and Todd, A. R. J. chem. Soc. 1954, PB 
1449 ue 
Rich, A. and Waison, J. D. Nature, Lond. 1954, 178, p. 995 a | 
Rich, A. and Watson, J. D. Proc. nat. Acad. Sci., Wash. 1954, 40, p. 759 
Rich, A. Progress in Neur obiology I, Neurochemistry (Ed. S. R. Korey 
and J. I. Nurnberger): Hoeber-Harper, New York, 1956, p. 114 x a 
Davidson, J. N. and Smellie, R. M. 8. Biochem. x 1952, 52, p. 594 © 

Watson, J. D. 4. Symposium on the Chemical Basis of Heredity (Ed. W.. 
D. McElroy and B. Glass): Johns Hopkins Press, Baltimore, 1957, Pp st 
552 oe 
Elson, D. and Chargaff, E. Biochim. biophys. Acta 1955, 17,-p. 367 ‘ 1 
Elson, D. and Chargaff, E. Nature, Lond. 1954, 173, p. 1037 - . 


| 


“rv 
ae 
enh 
Be 


es ae ee os ae 


- B HAR 295° 


Elson, D. and Chargaff, E. Fed. Proc. 1951, 10, p. 180 

Elson, D., Gustafson, T. and Chargaff, E. J. biol. Chem. 1954, 209, p. 
285 

Elson, D., Trent, L. W. and Chargaff, E. Biochim. biophys. Acta 1955, 
17, p. 362 

See also Rich, A. Trans. Faraday Soc. 1957, 53, p. 256 


' Franklin, R. E. Nature, Lond. 1956, 177, p. 928 


Franklin, R. E. ane Klug, A. Acta Cryst. 1955, 8, p. 777 

Franklin, R. E. Nature, Lond. 1955, 175, p. 379 

Klug, A., Finch, J. T. and Franklin, R. E. Biochim. biophys. Acta 1957, 
25, p. 242 

Franklin, R. E. and Klug, A. Trans. Faraday Soc. 1959, 55, p. 494 

See also Wildman, 8. G. Proc. nat. Acad. Sci., Wash. 1959, 45, p. 300 
Ginoza, W. Nature, Lond. 1958, 181, p. 958 3 

Holden, M. and Pirie, N. W. Biochim. biophys. Acta 1955, 16, p. 317 
Reddi, K. K. Biochim. biophys. Acta 1958, 27, p. 1 

Fraenkel-Conrat, H. Trans. Faraday Soc. 1959, 55, p. 494 
Fraenkel-Conrat, H., Singer, B. and Williams, R. C. Biochim. biophys. 
Acta 1957, 25, p. 87 

Cheo, P. C., Friesen, B. S. and Sinsheimer, R. L. Proc. nat. Acad. Sci., 
Wash. 1959, 45, p. 305 

Kawade, Y. and Kitamura, T. Proc. Seventh Symp. Nucleic Acids, 
Nagoya, Japan, 1958, p. 5 

Grinnan, E. L. and Mosher, W. A. J. biol. Chem. 1951, 191, p. 719 
Cohen, 8. 8. and Stanley, W. M. J. biol. Chem. 1942, 144, p. 589 
Schramm, G. and Gierer, A. Special Publication N. Y. Acad. Sci. 1957, 
5, p. 231 

Northrop, G. and Sinsheimer, R. L. J. chem. Phys. 1954, 22, p. 703 
Hopkins, G. R. and Sinsheimer, R. L. Biochim. biophys. Acta 1955, 17, 
p. 476 

Loring, H. 8. J. biol. Chem. 1939, 128; Sci. Proc. 33, p. 61 : 
Fischer, F. G. Bottger, J. and Lehmann-Echternacht, H. Hoppe-Seyl. 
Z. 1941, 271, p. 246 ; 

Watanabe, I. and Iso, K. J. chem. Soc. Japan 1950, 71, p. 280 
Watanabe, I. and Iso, K. J. Amer. chem. Soc. 1950, 72, p. 4836 
Delcambe, L. and Desreux, V. Bull. Socs. chim. belg. 1950, 59, p. 521 
Jungner, G. and Allgén, L.-G. Acta chem. scand. 1950, 4, p. 1300 

See also Jordan, D. O. The Nueleie Acids Vol. 1 (Ed. E. Chargaff and J, 
N. Davidson): Academic Press, New York, 1955, p. 447 


A= Fe PARA ERIN) 
Be AG EE TS SEP AT RY BER 


了 | 


腊 氧 友 糖 核酸 和 戊 糖 核酸 制品 分 离 成 为 不 同 核 音 酸 组 成 部 分 
的 实现 对 研究 多 核 背 酸 链 中 核 昔 酸 的 排 烈 次序 具有 重要 的 意义 。 
显然 ， 只 有 在 肯定 了 所 研究 的 某 一 核酸 部 分 只 含 一 个 单独 类 型 的 _ 
suite, Jue bnts ara rae 
同 的 情况 下 , 核 苷 酸 的 排列 次 序 的 测定 才能 够 进行 。 但 是 ,从 第 三 
” 章 中 的 讨论 (36 页 ) 可 知 实验 的 方法 竺 没有 发 展 到 能 够 进行 这 样 
精确 的 分 级 分 离 阶段 。 在 分 级 分 离 方法 有 所 进展 以 前 , BEBE 


Dll 


KERIO RE EES PO, AR, AS 


SR STS ASAI], ED RIA ALR ES A 
组 成 ,所 以 必定 具有 不 同 的 核 昔 酸 排列 次序 。 因 此 ,实事 求 是 的 办 
法 是 检查 酶 和 化 学 水 解 所 产生 的 二 核 苷 酸 和 寡 核 昔 酸 的 结构 。 这 
样 做 是 重要 的 ,因为 如 果 能 得 到 均一 的 核酸 级 分 的 话 ,用 这 个 方法 ， 
可 能 得 到 核 音 酸 排 列 欠 序 上 的 初步 知 茂 未 端 楼 酸 基 团 的 存在 和 
它 的 性 质 是 另 一 个 有 关 的 问题 。 ae 


-~ 


eS PR RH EF PR BEI AE 


NB SES BIAS OB BE SHEA SAS PR I EF SE EAs WO 4 
OR, BEF AN HAE EF RY SE — bE I Fy DL ER, FO 


项 决定 于 消化 的 条 件 和 消化 的 时 间 。 长 时 间 的 作用 , SACRA “上 


所 友 糖 核酸 变 为 单 核 背 酸 之 前 ， 使 单 核 苷 酸 发 生 降解 一 。 狼 常 所 
用 的 消化 条 件 是 这 样 的 , 即 只 有 少量 的 单 核 音 酸 发 生 降 解 , 而 使 消 


._ a _— _ Det a , a 


FRE EAP HP AEP BEAU Fe ei | ie 


” 化 产物 中 含有 的 寡 核 音 酸 相当 于 原来 核酸 的 15 % FE 18%, 其 中 


主要 为 二 核 苷 酸 和 三 核 苦 酸 。 

_ Sinsheimer 和 下 oerner ”首先 分 离 出 二 核 苷 酸 。 他 们 从 胰 
胎 氧 核糖 核酸 酶 作用 于 小 牛 胸腺 腹 氧 核糖 核酸 所 得 的 产物 中 ， 用 
离子 交换 层 析 方 法 分 离 出 两 个 二 核 背 酸 ， 一 个 只 含有 膀 氧 胞 喀 呢 
AK FBR (LOC]) ， 而 另 一 个 则 刀 含 有 用 氧 胞 喀 喧 核 背 酸 又 含有 腹 
42h Hig WAS 5 EB (LOA])*, Smith 和 Markham"! 证 实 了 卉 推广 
THUMM LHF, AA MOMAMREH RAKED ES HOw 
和 三 核 音 酸 。8insheimer ”与 de Garilhe 和 Laskowski™ 以 及 . 
Shapiro 和 Ohargaf ”从 几 种 不 同 的 腊 氧 友 糖 核酸 样品 的 腹 氧 核 
糖 核酸 酶 消化 产物 中 用 离子 交换 层 析 方 法 分 离 出 二 核 背 酸 、 三 核 
音 酸 和 二 核 背 单 磷酸 ,然后 将 其 鉴定 。 他 们 成 功 地 用 这 样 的 方法 来 


”鉴定 存在 于 腊 氧 友 糖 核酸 分 子 中 的 各 种 相 邻 的 核 音 酸 对 。 二 核 苷 


酸 或 三 核 苷 酸 的 组 分 可 由 紫外 吸收 光 计 的 分 析 外 、 在 颖 电泳 上 的 
移动 速率 号 加 以 测定 或 更 直接 地 将 其 定量 地 降解 为 单 核 苷 酸 ， 然 
后 将 单 核 昔 酸 的 混合 物 用 色 层 分 析 法 加 以 测定 3o 切 。 假 若 分 级 分 
离 的 操作 是 满意 的 , 则 所 得 的 单 核 苷 酸 克 分 子 比 应 为 整数 。 从 这 些 
方法 只 能 得 到 二 核 昔 酸 或 三 核 苷 酸 中 的 核 背 酸 粗 分 之 比 ， 但 并 不 


表示 这 个 组 分 中 分 子 的 大 小 。 粗 分 之 比 可 用 各 种 方法 测定 : 1) 用 % 
THe BA RS AER AS AS Mt TE Be SS FAT FA A Tle A, Te Se fe" 5 
(2) BRAS AR Mia TORR IE FPS Tel Ae Wo FRI — BS EAD ER, Fidi BE FB 


FF AUR OS; (8) BRST MRSL , GODS OF MM 
MEE DRATIR®, 从 表 2B 中 所 列 Sinsheimer™ ye, GAR—BY 


* WESABE AS BE on eA TRB BAS a A: A= IEA 
Raa; G= RABI BAT; O= MRA HOMME RAS; T= ESA Ihe IR ORR me Be FE; 
M=5-PAR AEE. TERR, BAO RR, SERS RIE C 
LA PAA. AMAT i ERE 3’ 羟基 上 ，, 则 P 放 在 核 昔 符号 的 右边 , EE 
5 Ge, 则 p 帮 在 左边 。 若 不 去 区 别 排列 次 序 的 异 构 体 ， 则 包括 寡 核 昔 酸 的 核 昔 的 
符号 放 在 方 括号 内 。 因 此 pO 为 5 脱氧 胞 喀 喧 核 昔 酸 , Cp 为 3- 肛 氧 胞 喀 啶 核 昔 酸 ， 
pOp 为 股 氧 胞 喀 啶 核 苷 -3', 5'- 二 磷酸 ; [OT] 代表 pPTpO 和 pOpT 的 混合 物 或 代表 二 
核 若 酸 蜡 构 体 中 的 一 个 
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BE Se EF BE OT AE IS BS SE) 是 存在 于 小 牛 胸 a 
ee 酸 中 , 而 只 有 [MM] 是 例外 。 这 表明 在 这 
些 核 酸 的 多 核 戎 酸 链 中 的 可 能 存在 的 十 五 对 相 邻 的 核 背 酸 对 中 有 
十 四 对 出 现 。 在 估计 这 些 烙 果 的 重要 性 时 必须 刀 住 表 姑 中 所 列 的 
仅 代表 总 消化 产物 的 1/6。 虽 然 如 此 ,对 于 几乎 所 有 可 能 存在 的 肌 . 
氧 核 苷 酸 对 的 鉴定 ,在 核 苷 酸 排列 次 序 的 问题 上 是 很 重要 的 。 在 雪 
25 中 所 列 的 糙 果 的 最 显著 的 特征 就 是 很 多 量 的 5- 甲 基 腹 氧 胞 喀 
啶 核 苷 酸 伴随 着 腕 所 篇 味 哈 核 背 酸 而 存在 。 这 个 特征 亦 为 Smith 
和 Markham" 所 观察 到 。 胸 腺 觅 氧 核糖 核酸 组 分 中 的 [MG] 部 分 
we AR 80% D_EAY 5- 甲 基 胸 氧 胞 喀 啶 核 苷 酸 存 在 于 消化 产物 中 。 

除 表 25 中 所 列 的 二 核 昔 酸 外 ， Smith 和 Markham™ Ze 
急 精 子 肌 氧 成 糖 核酸 的 消化 产物 中 检查 出 三 核 背 酸 [ACT] 和 


Fe 25 腊 氧 成 糖 核酸 中 的 二 配音 酸 
小 牛 胸腺 脱氧 核糖 核酸 Ze ER ARLE 


在 260 mu 处 
* | Seu aas | PW 分 a8 


0 0 
er 0.17 

0.31 ae 

0.43 0.41 

1.52 2.08 

0.48 — 0.63 

1.57 tae 

2.43 2.28 

0.44 0.47 © 

Lit Sl 

1.68 1.39 

1.97 2.20 

0.46 0.39 工 

1.15 0.90 

0.76 0.79 . 
14.42 15.22 


(R. L. Sinsheimer: J. diol. Chem. 1954, 208, 454 页 ) 
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[AMT], ? 
FERIA 2 DBS I RD PY iB fe ES 
构 体 pXpY 和 pYpX 的 混合 物 或 纯粹 的 异 构 体 。 在 任何 二 核 苷 
酸 的 级 分 中 ， 二 核 苷 酸 异 构 体 的 克 分 子 比 可 用 下 述 be We”: 


“人 卫 用 离子 交换 层 析 法 将 混合 的 二 核 苷 酸 异 构 体 分 离 ; (2) 用 前 列 


腺 的 磷酸 单 酯 酶 除去 混合 的 二 核 苷 酸 异 构 体 的 末端 磷酸 基 ;(8) 用 


FAB PE At) CE A — SEH os (4) 用 


HE wliiy REE EME — REMIT Sy Bey FA EE — RR 2 BS; (5) 用 
BOE 2E ie BE ESI AST 10 = op Be EER (5) 部 分 回 
eH DEE. WEALD OE AE eA 
消光 系数 中 WY DLE (XY) FE (X/Y). 
SAVED FEF OI RK pYpX 和 pXpY 的 克 分 子 比 
(pYpX/pXpY). <P APRA TEE Ee a RL 
iF 5! 位 上 而 不 是 3' 位 上 ( 朗 XpYp 和 YpXp 类 型 的 异 构 体 的 
形成 井 不 是 由 于 肌 氧 核糖 核酸 酶 作用 的 糙 果 ) HR EAB ie ESE 
酸 三 酯 酶 总 是 分 裂 3 位 上 的 5'-3' 磷酸 二 酯 键 的 。 这 些 假 定 的 鞭 
实 性 已 必 典 型 的 实验 所 证 明 叫 。 

分 析 拓 小 牛 胸腺 膀 氧 友 糖 核酸 ( 表 25) 所 得 到 的 二 核 苷 酸 可 
以 得 到 琢 26 中 所 烈 的 二 核 苷 酸 异 构 体 的 克 分 子 比 。 显 然 , 对 于 含 
有 一 个 味 喻 核 背 酸 和 一 个 喀 啶 核 昔 酸 的 那些 二 核 苷 酸 来 讲 ， 除 一 


“个 例外 外 ,磷酸 一 酯 基 连 精 着 一 个 味 哈 核 背 的 中 位 和 一 个 喀 喧 核 


昔 的 3 位, 并且 未 端 磷酸 是 在 喀 啶 核 苷 史 位 上 (例如 pOpA) hy F 


， 和 构 体 ,其 数目 大 大 超过 了 具有 相反 次 序 的 异 构 体 。 在 两 例 中 (pApO 


和 pGpM) ， 后 面 一 个 类 型 的 异 构 体 不 能 和 层 检 出 。 AREF [OG] 
是 一 个 例外 ,其 pGpg 在 消化 产物 中 多 于 pOpG。 观 察 到 的 核 昔 酸 


. 排列 次 序 不 仅 对 腊 氧 成 糖 核酸 的 车 构 具 有 一 定 的 意义 ， 并 且 对 胸 


氧 枝 糖 核酸 酶 的 作用 机 制 也 有 同等 的 意义 。 在 后 者 的 机 制 没 有 得 
到 更 充分 的 了 解 之 前 ,不 能 对 这 些 数 据 作 出 完全 的 解释 。 

Shapiro 和 Ohargaff8 2 便 从 另 一 角度 解决 了 觅 氧 友 糖 核酸 
中 核 普 酸 排 列 砍 序 的 问题 。 在 觅 氧 戊 粳 核 酸 的 酸 水 解 产 物 中 存在 


300 Swe Be eH (A) 


3226 /)*F Ifa PRE ACRE ARR BY — BEER SPA A ET 


Ne 
oe A ee 二 BER) PAB 
pCpM | 一 pMpO wens 
pTPM | 0 pMpT be 
pApM 0 pMpA 0 
pGpM 0 pMpG ‘ 1.03 
pTpC 0.78 pCpT 2.34 
pApC 0 pCpA 3.22 
pGpC 0.75 pOpG Ht Sh Pe 
_ pApT 0.10 prpA 1.36 
pGpT 0.16 DIDG -22 
pGpA 0.97 | pApG 0.20 


(摘自 R. L. Sinsheimer: J. biol. Chem. 1965, 215, 681 页 ) 


“Fy HRS Le mie EEF 8! , Bl- 二 磷酸 和 腹 氧 胸腺 喀 喧 核 昔 3 B'-— 


酸 使 Levenenal 断定 在 核酸 中 只 能 有 一 种 相互 交替 的 ee 


核 音 酸 排列 序 。 这 个 解释 是 以 叶 吟 核 背 酸 较 喀 啶 核 昔 酸 对 酸 较 
不 稳定 为 根据 的 "2 。Brown 和 Todd" 本 来 认为 由 于 核 苷 酸 间 
圳 接 键 的 随意 切断 的 烙 果 ， 在 水 解 产物 中 可 以 预期 到 有 一 定 分 量 
的 这 些 二 磷酸 盐 存 在 。 但 是 , Dekker, Michelson 和 Todd" 后 来 


认为 在 这 样 的 情况 下 产生 如 此 多 的 分 量 未 驳 估 诈 得 太 大 了 了， 因此 ， | 
Brown 和 Todd?? i set — RM Eh Ay AEE AY DL od aE He ae 

PB ee ASHI 7B Fy A A 2 As OB Se ER 
Shapiro 和 Ohargaff” 对 于 从 脱氧 核糖 核酸 酶 消化 脱氧 友 粳 核酸 “ 轴 


所 得 的 产物 中 用 离子 交换 层 析 法 分 离 出 的 一 柔 烈 二 核 苷 酸 的 酸 水 


解 速率 进行 了 详 和 的 观察 。 这 些 二 核 音 酸 都 有 腹 氧 胞 喀 喧 枝 兰 酸 “ 国 


作为 一 个 棚 分 ,例如 [AC], [OC] An [TC], AFCO MBA 
为 与 [AO] WHR, RTE RCO ER 
AL RS SEAS DAIS AE SOAS RL RL A Se 
相同 , 对 [GO] 井 没有 进行 过 研究 。 在 这 三 个 二 核 昔 酸 中 , [AC] 
对 酸 最 不 稳定 。 这 个 二 核 背 酸 是 一 个 pOpA 和 pApO My 
体 的 混合 物 。 只 有 前 一 个 异 构 体 才能 水 解 生 成 pOp， 而 且 看 来 是 目 
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定量 的 。 后 一 个 异 构 体 水 解 后 生成 D0* 和 pA*, 从 [OO] , FRED 
”pOpg 水 解 的 研究 , 发现 优先 生成 的 是 二 磷酸 盐 pOp, 因此 表示 出 
”在 这 含有 二 个 胞 喀 啶 的 核 昔 酸 中 ， 单 磷酸 化 的 一 个 比 二 磷酸 化 的 


一 个 对 酸 较 为 不 稳定 。 同样， 从 一 个 含有 次 序 异 构 体 pOpTl’ 和 
pT p0 混合 物 的 二 核 背 酸 [TO] 水 解 的 研究 ,可 以 断定 在 喀 呢 核 背 的 
昔 键 中 , 含有 胞 喀 啶 的 苷 键 比 伟 有 胸腺 喀 啶 的 苷 键 较为 不 稳定 ”。 

Shapiro 和 Chargaff?**) 应 用 了 从 二 核 苷 酸 的 水 解 行为 所 得 
的 结论 来 解释 股 氧 成 糖 核酸 的 酸 水 解 。 水 解 是 在 100 9 下 在 
0.14 硫酸 洲 液 中 进行 的 ,而 水 解 产物 则 在 一 定 的 时 间 问 隔 (30、60 
和 120 分 钟 ) 内 加 以 分 析 。 时 间 间 隔 的 刊 定 以 刚 能 完成 分 开 这 两 
个 进行 的 水 解 反应 为 准 : (d) 比较 快 地 产生 喀 喧 核 苷 二 磷酸 ,这 些 


喀 呢 核 苷 二 磷酸 是 从 两 边 愉 球 哈 核 痛 酸 所 包 图 的 喀 吓 核 苷 酸 而 来 
的 和 (2) 比 较 慢 地 产生 喀 啶 核 苷 二 磷酸 ;这些 喀 喧 核 背 二 磷酸 是 从 


与 其 他 一 个 或 两 个 喀 啶 核 苷 酸 相 邻 的 喀 啶 核 音 酸 而 来 的 。 Shapiro 
Ail. OHiargaff 研究 几 个 不 同 核酸 样品 后 断定 在 核酸 中 味 哈 和 喀 吓 
腊 氧 核 背 酸 并 不 是 有 规则 地 分 布 着 。 所 得 的 证 据 对 证 明 在 多 核 音 


_ 酸 链 中 有 腹 氧 吵 啶 多 核 苷 酸 区 和 腊 氧 味 啥 多核 苷 酸 区 的 存在 更 为 


有 利 : 井 且 事 实话 明 , 不 是 腹 氧 胞 喀 啶 多 核 音 酸 排列 区 序 的 平均 长 
度 大 于 腊 氧 胸腺 喀 喧 多核 苷 酸 排列 欣 序 的 平均 长 度 ， 就 是 腊 氧 胞 
Mee ATRL HBA, 这 些 千 果 与 Oohn 和 Volkin®” 所 得 的 
精 果 相 一 致 ， 他 们 用 离子 交换 层 析 法 从 腊 氧 友 糖 核酸 的 酸 水 解 产 


- 物 中 分 离 出 腊 氧 胞 喀 啶 核 苷 酸 和 胸 氧 胸腺 喀 啶 核 背 酸 的 所 有 可 能 


存在 的 各 种 单 枝 苷 酸 、 二 核 昔 酸 和 三 核 昔 酸 。 

‘Ae Shapiro 和 Chargaff 与 Cohn 和 Volkin 进行 研究 之 前 ， 
Tamm, Shapiro, Lipshitz 和 Ohargaff?" \ FGM ie Wy UME fe Pt 
Wy Bika PEF HEE HS ESE AS Pg Hn is oF RE BA 
FER ETE A BL, OBEY SR BE RE 
Wy N—$F GAH Wr Jes Ds FT Ag BS SEE TT PE AY , PH 
ROR BRIER T ROK LET LR PS EA BAER, BWR ROK 
> fi Op 和 AD, 应 为 pO 和 DA ( 齐 者 注 ) 


302 第 十 三 章 ，” 核 酸 的 和 糙 构 (六 ) 


的 温和 酸 水 解 产物 是 高 度 降解 的 ,但 Tamm , Hodes fi Chang 
(a AEFEEI 4) F dt #5 77 15,000 1 DIR. WAR aS oe 
(carboxymethylmercaptal groups) (tit Ae eA ee PAY Te a 
ER 
生物 必 将 含有 原来 与 味 哈 碱 相 车 合 的 觅 氧 友 糖 部 分 ， 这 个 友 糖 部 
分 是 以 开 链 形式 出 现 的 (参看 芒 。 这 样 将 有 一 个 羟基 与 3= 和 5= 磷 
酸 酯 基 邻 接 。 根据 友 糖 核酸 碱 水 解 的 机 制 (参看 第 八 章 ) , 这 样 的 
SS ARE BY 所 以 用 碱 降解 时 ， 就 会 得 到 含有 宛 整 的 喀 呢 
核 苷 酸 的 碎片 。 


oon | ak tae 
0 0 
by bu 
2 si 20 eos 
Ky) one Ky >) at 
ae mei 
O O 
/ B 一 一 一 一 “一 一 一 一 
OP—OH OP—OH 
0 
bu, re oH _/S8:0H,0008 
Wa GF CH . 
K “4 SH-CH,COOH NY ee: a 
ae on Gc ae ; : 
A= 
O O 
O14 Os a 
K_ pis Ki mi 
0 0 
og of of_on 
| 


(1) 


Jones 和 Lethameeaz 在 存在 有 无 水 氧化 鲜 和 无 水 硫酸 锁 的 下 
条 件 下 ,用 王 基 乙酸 处 理 小 牛 胸腺 的 胎 氧 核糖 核酸 ,并 发现 硒 肉 几 
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PA MME PE TT HEAR BP) te 
Fas Caldehydoapurinic acid di (carboxymethy]) thioacetal) (I), 
BAN Ae Aol FATE Fk A BASSE aK 
些 碎 片 已 由 Jones 和 Letham'”) 与 Jones, Letham 和 Stacey?” 
”用 罗 层 析 和 电泳 方法 分 离 出 来 。 淘 鉴定 ， 这 些 碎片 多 咎 是 二 觅 氧 
喀 啶 核 音 酸 和 三 腊 氧 喀 啶 核 苷 酸 的 衍生 物 。 因 此 这 些 烙 果 与 腹 氧 
”成 糖 核酸 水 解 的 烙 果 相 一 致 ， 即 在 多 核 昔 酸 链 中 存在 着 腊 氧 喀 喧 
多 核 背 酸 的 排 烈 次序 。 将 小 牛 胸腺 与 草 分 枝 杆菌 (Myceobaeteriuma 
_ 211ei) 的 肌 氧 皮 糖 核酸 所 得 到 的 醛 基 无 味 吟 酸 双 (BA) EERE 
醛 的 碱 水 解 产物 的 硼 成 作 比较 时 ， 可 以 看 出 这 两 个 核酸 的 腹 氧 喀 
We ZAK EF EBA RB A SS I? 。Kent、Lucy 和 Ward? ijk 
T eA TT EH PI BARE, MUP 
Bie BEANE BRETT Bx hv A HE FE SB A EA EES BI TAZ, 
硫 醇 籍 乙 醛 (diethyl dithioacetal), 2445 ABHIET BAY RAL 
BENS XAT AEA ERE, BARR AL, EK SFE 
HPT) BEBE HEE ee Ze AEP 

ite ETE = PRE A RU BE 
«BEM PPR WE +e: ER Ee GS 
ZAR RNA AA EL ROY Ss SSE. WR 
PEAS RCPS AE eR De 2 TEE 
FEES > SEF = MARE EUR ATR HE? 存在 。 
Bh DIS SEB He Fg OCH ik a a OAS J BAK 
iC MIE , A WR RE A DR 2 TERETE. 
jx LOE RE MEA EIR PII, FRAT DL 
疑 ， 到 底 这 样 的 研究 对 单独 的 组 分 是 否 会 导致 更 有 价值 的 启发 。 
只 有 了 odes 和 Ohargaff 进行 过 分 航 分 离 后 的 物质 的 研究 允 虽 ,他 
个 从 分 步 解 离 的 核 组 蛋白 所 得 的 股 氧 成 糖 核酸 租 分 中 分 离 出 无 顺 
除 酸 (参看 第 三 章 ) 。 这 些 租 分 也 信用 胰 肌 氧 核糖 核酸 酶 水 解 , 井 
将 不 能 透析 的 组 分 进行 了 分 析 。 对 这 三 个 粗 分 的 惟一 的 一 致 变化 
是 残 基 中 胞 喀 啶 的 相对 减少 。 这 个 工作 只 是 十 分 初步 的 , 还 需要 


304 Brae BRN RAN 


更 高 分 级 分 离 的 物质 作 进一步 的 研究 。 - 

WTRF AAA BLE LTR 

是 Razzell 和 Khorana™*! (参看 百 eppel 和 Rabinowitz®” Ay4R 4) 
ULE, BILL Wy ESE — Be BE AE DLS) ey RE 
四 磷酸 (TpTpTpTpT， 巾 胸腺 喀 啶 核 苷 -5'- 磷 酸 先 用 化 学 聚合 方 
法 继 用 磷酸 单 酯 酶 除去 未 端 磷酸 基 制 得 ) 。 降 解 作用 是 从 未 酷 化 、 
的 3- 郑 基 的 一 端 开 始 。 另 一 方面 ,小 牛 脾脏 的 二 酯 酶 亦 能 以 分 步 
方式 降解 这 个 分 子 , 但 从 另 一 端 开 始 , 即 从 具有 自由 的 5 ira 
— Ha FEE 0 

WBE FL SEL DEON EE HR DL 4 IS FS ME ETA Ie RE 
PPB Py WG BBX LOR SIL EMER AEH 
频率 。 Peacocke AYRE ILA 7H 9TH PUL Ds BRI Be BE Dal 
次 序 进行 了 计算 (参考 Jones, Stacey 和 Watson?” 的 报告 ) ik 
我 们 假定 腹 氧 成 糖 核酸 中 有 大 量 业 性 排列 ， 每 个 排列 中 含有 /2 
个 味 喻 碱 和 W/2 个 喀 啶 磊 , 其 中 每 一 位 置 被 一 个 哄 哈 或 一 个 喀 院 
占据 的 机 会 相等 。 后 一 条 件 符合 这 样 的 要 求 , 即 膀 氧 皮 糖 核酸 中 
腺 嘎 哈 和 饲 嘎 只 殴 基 的 总 数 必须 与 胞 喀 吐 和 胸腺 喀 啶 艾 基 的 总 数 
相等 。 

n 个 团 吁 排列 的 数目 为 /aza, ON, ASA mem 
烈 的 数目 分 别 为 立 / 因 、V/2 闪 和/ 守 。 在 所 有 长 度 为 苑 的 不 周 断 ， 国 
的 排列 中 , 喀 喧 的 总 数 为 Wn/2n+t?。 若 Noon, 而 下 单位 的 排列 数 
目 非 常 大 时 ,， 则 在 W 单位 的 某 一 排列 中 ， he a 
始 时 所 假定 的 : eae. 


NS\n/2+4= + N 
因此 单独 出 现 (一 了 的 喀 吓 碱 分 数 将 为 N/28-~ N/a 
成 对 出 现 人 =2) 的 喀 喧 碱 分 数 将 为 2124- ee 
在 排列 大 于 2 (0 n>2) 的 哮 吓 破 分 数 将 等 于 荆 。 4 
EME WEN FS, UD RIM A Na RMR 33 BI @ A, BL 
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在 觅 氧 成 糖 核 酸 中 o 十 1 一 1。 对 单独 的 喀 啶 碱 单 位 来 讲 , 以 胞 喀 喧 
出 现 的 喀 啶 分数 将 为 o/4; 以 胸腺 喀 吓 出 现 的 喀 喧 分数 将 为 4。 

对 两 个 喀 啶 碱 组 成 的 单位 来 讲 , 2/4 将 以 OC 排列 次 序 出 现 、 
2ct/4 KD. OT 排列 次序 出 现 和 好 4 将 以 TT 排 烈 次序 出 现 。 对 
含有 双 个 核 苷 酸 的 单位 来 诽 ， 不 同 排 烈 次 a 比例 可 用 展开 
(ce 十 四 "一 工 而 得 到 。 

因此 在 一 个 多 核 苷 酸 中 可 以 推测 到 有 一 种 类 型 的 核 昔 酸 聚合 
单位 存在 。 这 些 聚 合体 单位 在 这 个 多 核 苷 酸 中 的 存在 , 除 需 要 的 
理论 量 外 , 卉 不 象 在 其 他 多 核 苷 酸 中 的 那样 重要 。 它们 中 存在 的 


量 与 理论 量 的 确 有 所 不 同 ,并 且 是 决定 于 胸 氧 友 糖 核酸 的 来 源 , 现 


表示 在 表 27 中 。 


#27 M. phlei 和 小 牛 胸 腺 的 醛 基 无 嘎 吟 酸 
双 ( 关 甲 ) 二 硫 基 竹 醛 的 碱 水 解 产物 的 粗 成 
M. phlei No 
Mi fh om 值 Wi 察 值 理 oa 值 
2.0 7:68 3.0 | 13.8 
4.0 17.3 2.0 Ss 
3.0 10.6 4.5 12.4 


0 See 2.0 7.6 
1.5 “11.9 1.5 5.1 


WERE Fe 


(A. 9. Jones, M. Stacey 和 B. E. Watson: J. chem. Soc. 1957, 2455 页 ) 


DORE RRRR EER DESI 


DORE PTA PEI FEE AA A SS i a La 
PRA RAE, RA ATC RY, 
wytete, Schmidt 及 其 同 工 者 呈 ”33 指出 胰 核 糖 核酸 酶 (核糖 核酸 
酶 站 具有 高 度 专 一 性 ,只 能 水 解 喀 喧 核 背 3 位 上 的 磷酸 基 团 和 相 
邻 的 叶 哈 或 喀 啶 核 音 酸 的 5- 郑 基 半 的 键 , BD re Hh Bl fe dn CIT) 中 
所 示 的 专 一 位 置 上 。 虽 然 Markham 和 Smith®**? 与 Volkin 和 


ESS 2 
306 = BRR) ae 4 
Cohn Fe Hi tee HAY RE MENY EFAs A Pe 2", sla 
RTE , ALIX TESA CEE FE ID) 中 的 水 解 专 一 性 。 ~~ 
PBA SOE AREY KI VE AS 60% Ze WEL Qo 
3! HIE Y , IAM ME TR GL 8 firma 。 
音 酸 或 多 核 苷 酸 相连 (Bae (ID), 第 十 二 章 , 285 页 ]。 由 于 
核糖 核酸 酶 的 专 一 作用 , BA, 象 Schmidt RHC BH > 
指出 的 ， 在 核糖 核酸 酶 的 消化 产物 中 喀 啶 单 核 音 酸 的 释 出 必然 表 
示 这 些 核 苷 酸 的 很 大 部 分 是 以 喀 啶 多 核 背 酸 “ 抉 ?或 ' 堆 :存在 于 核 


酸 中 。 例 如 , 若 核 酸 中 所 有 的 喀 啶 核 苷 酸 都 以 二 喀 啶 核 苷 酸 存在 ， 。 


则 在 核糖 核酸 酶 的 作用 下 将 漆 出 50% WERE EIR, FEY 60% Fe 
右 这 一 事实 必然 表示 某 些 “ 块 ， KEE DAF 
度 。 这 样 出 现在 核酸 中 的 喀 啶 核 苷 酸 当 与 已 知 租 成 的 核酸 联系 起 
来 时 ， 亦 将 导致 味 喻 核 音 酸 必须 亦 以 相位 的 ' 堆 ?的 形式 出 现 的 和 糙 
论 。 


Markham 和 Smith®” (参看 第 四 章 ,， 84 页 ) FASB era 电泳 a | 
方法 及 Volkin 和 Cohn" BFE ALM | 


a HE ra AS eR PEE FL 7° AR gS eC 
核 苷 酸 的 寡 核 苷 酸 。 用 离子 交换 层 析 法 (Dowex 1 BFE, 2928 
联 度 ) 从 小 牛 肝 的 友 糖 核酸 所 得 到 的 宿 核 苷 酸 的 典型 分 高 雪 示 在 “ 国 
图 80。 分离 出 来 的 二 核 昔 酸 和 三 核 昔 酸 以 及 在 某 种 情况 下 所 分 离 
出 来 的 含有 更 多 核 苷 酸 的 寡 核 苷 酸 可 由 类 似 于 前 述 用 于 证 实 三 腊 下 


本 
. ° ; < . ? 

in ; : . : 

+ : 

ee 


; 皮 糖 核酸 中 核 昔 酸 的 排列 次 序 307 
氧 核 粮 核 苷 酸 的 方法 , 用 单 酯 酶 、 二 酯 酶 和 碱 水 解 来 鉴定 。 但 是 ， 

_ 直 于 成 糖 赛 核 苷 酸 可 和 被 碱 水 解 ,而 觅 氧 核糖 赛 核 丫 酸 则 否 ,因此 操 
VELA LEA. HEPES PIF KE In DRL FR Chae” 。 


18.0 
ay | 
6.0 yi 
} i : 
| GC 
| 

| 


[3 和 1 | 5353 
NI 


在 260 mw 处 的 光 密 度 


图 80 核糖 核酸 酶 消化 小 牛 肝 的 核糖 核酸 的 产物 的 离子 交换 分 离 
(E. Volkin 和 W. E. Cohn: J. biol. Chem. 1953, 205, 774 页 ) 


单 酯 酶 、 二 酯 酶 和 碱 对 三 核 苷 酸 GpApOp* 的 作用 表示 在 
(TIT) 中 。 用 碱 水 解 将 产生 篇 味 哈 核 苷 酸 和 腺 叶 吟 核 苷 酸 的 2 和 
3' 异 构 体 的 混合 物 以 及 只 是 3' 异 构 体 的 胞 喀 啶 核 苷 酸 。 用 单 酯 
酶 除去 未 端 磷酸 基 团 后 就 会 生成 这 样 一 种 产物 ,将 其 用 碱 水解 时 ， 
则 产生 胞 喀 啶 核 苷 以 及 腺 叹 喻 核 苷 酸 和 饲 味 哈 核 苷 酸 的 2 和 8 


* 表示 多 核 昔 酸 的 铬 构 系 年 用 与 脱氧 多 核 苷 酸 相同 的 命名 。 因 此 核 苷 是 用 英 
开始 字母 代表 : A= Renee; C= BBA; C 一 胞 喀 喧 核 昔 ; 一 尿 喀 喧 核 痛 。. 
柄 化 的 磷酸 基 的 位 置 , 若 连 于 某 一 核 背 的 3' 羟基 上 则 用 放 在 核 昔 符 号 右边 的 P 表示 ; 
Sp 5 WOE L, 则 将 ? 放 在 左边 。 当 不 想 区 别 次 序 异 构 体 时 ,草包 括 寡 核 昔 酸 的 核 
昔 的 符号 放 在 方 插 号 内 
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异 构 体 。 车 将 这 个 同样 的 产物 用 三 酯 酶 水 解 , 则 产生 饥 嘿 哈 核 彰 - 
以 及 腺 味 哈 和 胞 喀 啶 -5 -磷酸 。 这 些 降解 作用 使 人 们 有 可 能 来 解 “ 
释 由 核糖 核酸 酶 水 解 所 产生 的 所 有 二 核 彰 酸 和 三 核 背 酸 的 精 构 以 
及 某 些 较 高 级 多 核 背 酸 的 结构 。 


息 顺 喻 一 Clo 一 04) 一 Cl 


. 一 一 一 人 一 一 一 一 一 OTI 王 
腺 嘎 喻 一 Co 一 Co 一 CG) 
二 ON prea a 


GD 
”Whitfteld 和 Markham®”*! 发 展 了 另 一 个 鉴定 二 核 昔 酸 和 


三 核 背 酸 的 方法 。Brown 、Fried 和 Todd™ 分 别 建议 了 一 个 类“” 国 
似 的 方法 来 测定 核 背 酸 的 排列 艾 序 。 这 个 用 于 测定 三 核 音 酸 和 “ 国 
三 核 音 酸 和 结构 方法 的 步 又 见 千 构 (IV), 首先 是 用 单 酯 酶 除去 未 
he ORISA. RO SBOE RM BAS I ERY or 


和 3 位 上 的 自由 郑 基 的 存在 。 用 过 碘 酸 销 将 其 氧化 旭 得 到 二 酝 的 


街 生物 ,这 个 衍生 物 在 pH10 及 37"0 水 解 18 小 时 则 产生 二 个 入 


萌 酸 和 一 个 化 合 物 ， 这 个 化 合 物 用 过 氢 酸 水 解 能 产生 游离 的 嘻 旺 
Bil a WEI METER ARIE FS EIR, 

TEAS TT TE BIR AY PEE A — 4s & ye EE 1 品 而 使 其 分 
步 降 解 , 并 通过 碱 基 的 释放 来 鉴定 核 苷 酸 。 但 是 ,这 个 方法 并 没有 
“comppiieippsiamabdaiaienie sc q 
9 Aa Hs JE: FE 7 SEE LK, = 
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OP(OH)， 
oan Fe 
O OH 


_ Pay 
WE a 


| soavuian 


——O—— 
OH OH OH | 
Wt oe Hpk 


eu | NaIOs 
ees 0 一 一 


OH 
iF 3’—P—O—OH,-CH-CHO-CHO- OH - iit 
O 


| pH 10, 87°C, 18 小 时 


OH HOlO, ° 
核 音 3 一 了 一 OH+ pit 二 


(Iv) 


因为 在 成 糖 核酸 中 有 四 种 核 苷 酸 , ES RA 16 
种 可 能 的 核 苷 酸 排 烈 次 序 。 理论 上 ， 这 16 种 排列 次 序 万 许 有 32 
个 二 核 背 酸 存在 , 每 一 排 烈 次序 有 2 个 。 因此 由 腺 味 哈 核 昔 酸 和 
Hen me EET (3 和 5 异 构 体 ) 问 所 形成 的 二 核 苷 酸 就 有 下 列 异 
构 体 : DOPA、GOpAp、pPApO、ApCp。 在 这 些 异 构 体 中 , 只 有 最 后 


一 个 可 由 核糖 核酸 酶 作用 于 戊 糖 核酸 而 产生 ， 因 为 未 端的 磷酸 基 


PZ FE — 7 HE WE AK EF BS 3" (或 2) 位 上 。 因 此 Markham 和 
Smith®” 与 Volkin 和 Cohn” Zep Re BRIA (LAP RRB 
三 核 昔 酸 : ApOp, GpOp, ApUp 和 GpUp。 但 是 ， 另 外 四 个 排列 
次 序 的 二 核 背 酸 , 即 ApGp, GpAp, GpGp 和 ApAp 亦 便 在 三 核 苷 
酸 : ApGpUp, ApGpOp, GpApUp, GpApOp, GpGpUp, GpGpOp, 
ApApUp, ApApCp PS HK, HEBBEN HR 
酶 的 水 解 产 物 中 分 离 出 来 。 其 余 8 PPR RENAE PEMA S 


‘Merrifield 和 Woolley“? 与 Oohn 和 Markham" 从 酵母 核糖 核 


酸 的 酸 水 解 产物 中 得 和 到。 他 们 将 此 种 核酸 用 6 盐酸 在 20 9 时 
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处 理 2.5 分 钟 ， 然 后 加 以 中 和 ， rT Lee ae 
te OCB! 分 离 。 酸 水 解 明显 地 使 速 接 多 核 童 酸 问 的 键 随 
EB, 不 管 它们 是 否 含有 嗓 吟 核 背 酸 或 喀 呢 核 疹 酸 。 RTE 
核酸 酶 切断 一 样 , 断裂 发 生 在 相同 的 位 置 , 即 在 3- 磷酸 基 和 相 邻 
核 苷 酸 的 5- 羟基 问 的 键 上 。 因 此 Merrifield 和 Wooley 分 离 出 了 
二 核 背 酸 ApOp, OpAp, GpOp, OpOp 和 [UO]e， 而 Oohn 和 
Markham‘ 则 鉴定 出 其 余 排 烈 实 序 的 二 核 背 酸 UpAP、OpGp、 
UpGp 和 UpUp。 

1 JSS EK Sp Ar SR RS eS A PE 
核酸 进行 比较 时 是 均一 的 ， 所 以 病毒 友 糖 核酸 中 核 背 酸 排 烈 次序 
的 研究 具有 特殊 的 意义 。Reddi 最 近 研 究 了 从 不 同 株 的 烟草 花 
叶 病 者 用 胰 核 糖 核酸 酶 和 微 球菌 磷酸 二 酯 酶 消化 所 得 的 寡 核 苷 酸 
的 结构 。 和 其 他 戊 糖 枝 酸 相同 , 用 核糖 核酸 酶 消化 烟草 花 呈 病毒 
核酸 亦 能 使 喀 啶 单 核 苷 酸 释 出 听 。 所 以 喀 啶 核 昔 酸 必须 以 喀 啶 ” 
BIG HIB YE’ 存在 于 多 核 苷 酸 链 中 。 只 有 3 个 二 核 背 酸 ApOp, 
ApUp 和 GpUp 5= 7 ApGpOp 便 从 消化 产物 中 分 离 出 来 ， 
BAR PARE RES ER EE BRR, ARAB HK 
FEWER BS — RRB HO TA (hy RB EB ApOp、 
ApUp, ApGp, ApAp, UpGp, UpOp 和 UpUp， 这 些 排 烈 次 序 


的 结构 稍 不 能 作出 肯定 性 的 测定 ， 因为 这 个 酶 的 水 解 专 一 性 从 不 上 


知道 。 | 
7 HU RR JTF ae HP EE ARI iC BG g 
相对 量 。TMV、HR 和 M 这 三 个 株 含 有 相同 的 碱 基 竹 成 , (ee 


三 个 株 中 由 核糖 核酸 酶 长 时 间 消 化 所 释 出 的 胞 喀 啶 核 苷 酸 和 尿 圈 “ 


啶 核 苷 酸 的 量 则 不 同 ( 表 28) , 这 表明 在 这 三 个 株 中 的 喀 呈 枝 者 酸 
的 HE? 的 排列 不 同 。 此 外 ,从 这 三 个 病毒 核酸 的 消化 产 蚁 中 所 分 
离 出 来 的 三 个 二 核 苷 酸 和 一 个 三 核 背 酸 的 量 亦 有 明显 的 差别 ( 示 。 
29) 。 这 总 明 在 这 三 个 不 同 株 的 病毒 核酸 中 核 苷 酸 的 排列 次 序 是 
不 同 的 ,并且 亦 首次 直接 支持 以 下 的 昆 解 : 病 毒 的 不 同 生物 活性 与 
多 核 苷 酸 链 中 的 核 苷 酸 排列 次 序 有 关 。 


FR San BE FA 311 
E28 7A IRVIN pCR IR RETA 

Wy ENR EH FR ARO 

| HIST RR PRR RTL 2 A 

| me ee | me ne we me 


TMV 45.7 50.7 
HR 42.0 48.1 
M 61.2 70.8 


(摘自 K. K. Reddi: Biochim. biophys. Acta 1957, 25 531 页 ) 


Fe 29 FRIAR EL TEM SRE AY DORE ARRAY Hk 
RESTAib phi eRe HBR 
(A ug/mog 核酸 表示 ) 


(K. K. Reddi: Proc. nat. Acad. Sci., Wash. 1959, 45, 298 页 ) 


末端 磷酸 基 团 


假使 存在 有 末端 磷酸 基 团 的 话 , 则 末端 磷酸 基 团 可 位 于 3!'( 或 
20) 上 (Fe) 或 多 核 苷 酸 链 另 一 端的 忆 位 上 (Fe) 。 若 位 于 3'( 或 21) 
下 , 则 未 端 磷酸 基 团 有 可 能 以 2’, 3' 环 型 (Vb) 出 现 。 假 使 这 些 分 “ 
FR (V) RAAB el Fs SREY , HSH (Va) (Vb) 可 认为 
是 从 核 昔 -3'- 磷 酸 形成 ,而 结构 (Ve) 是 从 核 背 -5' -磷酸 形 成 。 在 
友 粳 核酸 中 这 些 车 构 的 存在 可 由 分 析 碱 水 解 或 核糖 核 酸 酶 水 解 的 
产物 加 以 检 出 ,因为 当 (Va) 和 (2 仅 能 形成 -3'- 磷 酸 时 , 则 (Fo) 
从 产生 核 昔 -3', 5 -二 磷酸 。Markham 和 Smith” 发 现在 酵母 和 
菩 靖 黄 化 花 叶 病毒 核糖 核酸 的 碱 水 解 产 物 中 没有 核 昔 二 磷酸 ， 因 


ur ee 
: ee he 
) o : sy 二 
312 十 三 者 核酸 的 车 构 (六 = va, 
| | = ae 
dy, ce Ow 
Jin —0 OH Cl) 一 9 OH d,-OP (OH). 
poe | a _O 
mg 二 
y, Sake MAA 
~ O 0 一 Co O 0 一 Co 
(Va) | 
. d bo tame 
Choy 《2) y, 
2 :要 
Ols,— O OH C—O OH Cs;—O OH 
| we | Y ie 
卫 
ape A 
ts» O O—C%, O 0 一 Co 
(Vb) 
| | 
Os) Ole (2) 
Cisy—O OH Ce 一 0 OH Os) 
| OS 
a 
O tT VA 
(OH),PO—C{%, O 0 一 已 O O—Ns 
Ve) 


ED ak 2B ST (Va) 或 (Vb) 代表 。 但 是 ， ome 
Mg SEAL RE X 的 友 糖 核酸 中 ， Markham、 Matthews 和 
Smith! gma AAW EAR, 因 此 断定 在 这 些 核 酸 os : e 4 | 
部 分 的 末端 磷酸 基 团 是 在 5 位 上 。 
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。” 直到 最 近 为 止 ,关于 多 核 苷 酸 合成 的 机 制 还 知道 得 很 少 。 
Ochoa 及 其 同 工 者 所 发 现 的 一 种 能 催化 从 核糖 核 音 -5- 二 磷酸 可 
逆 地 合成 核糖 多 核 昔 酸 的 酶 和 Kornberg 及 其 同 工 者 所 发 现 的 一 
种 能 催化 膜 氧 核糖 核 苷 -5'- 三 磷酸 摊 太 股 氧 核糖 核酸 的 酶 , 已 使 
我 们 对 于 合成 多 核 背 酸 的 知 哉 有 了 显著 的 进展 。 并 且 我 们 已 能 利 
”用 合成 的 多 核 苷 酸 以 供 研究 , 井 将 其 与 天 然 存在 的 核酸 作 比 较 。 


Er LE BES BRT PR 


核糖 多 核 苷 酸 的 合成 


在 研究 生物 体 磷 酸化 机 制 的 过 程 中 , Grunberg-Manago 和 
Ochoa W232 Azotobacter winelandii 的 提取 物 能 催化 Ps? 标记 
BY) TE RE Ss Win AY EF. Fe AK EE. PRE A EE, SL EEF 
的 也 -二 磷酸 ( 焦 磷 酸 ) 的 末端 磷酸 的 快速 变换 ,和 催化 PS? 标记 的 
正 磷 酸 与 饲 呆 吟 核 背 -5'- 二 磷酸 的 较 慢 交换 。 这 个 需要 镁 离子 
“存在 的 交换 反应 常 件 随 着 正 磷 酸 的 释 出 。Grunberg-Manago 和 
Ochoa™ 随 朗 观察 到 在 镁 离子 的 存在 下 ,将 部 分 纯化 的 酶 与 次 黄 叶 
险 核 苷 -5 -二 磷酸 保温 时 有 60 % 至 80 多 的 核 苷 二 磷酸 失去 ,同时 
.放出 等 化 学 量 的 正 磷酸 并 形成 一 聚合 物 。 车 用 碱 水 解 这 个 聚合 物 
则 生成 2- 和 3'- 次 黄 呀 吟 核 苷 酸 ， 而 磷酸 二 酯 酶 则 水 解 这 个 聚合 
” 肪 ,生成 世 - 次 黄 味 吟 核 苷 酸 。 因 此 断定 这 个 聚合 物 是 次 黄 味 啥 多 
EER, 其 中 的 核 苷 酸 和 在 成 糖 核酸 中 的 一 样 ， 是 通过 一 个 5 至 
3'( 或 2) 磷酸 二 酯 键 相 连 的 。 

#% Azotobacter 2inelandi ARERR HE LAS I vA AAG, FE 
semis wyArte FP, Fai BGA hy RS 2S ERY (0 SAE 
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味 喻 核 昔 二 磷酸 ,因此 这 个 反应 可 用 下 式 表示 *: 
n(ppX) == (pXpX)natnP — a 
在 这 个 实例 中 , X AASB. (A, XTRA 
BURKES—, WSEERRS NRE. BE 
RRM REE AIOE NRE 中 -二 磷酸 制 成 。 用 两 种 或 更 多 种 不 
同 的 核 苷 -5- 二 磷酸 也 已 制 得 了 混合 的 紊 合 物 , Blin SRAU A 
多 聚 AGUOra 。 这 个 反应 利用 了 二 磷酸 中 焦 磷酸 键 的 能 量 来 形成 


多 枝 音 酸 链 的 二 酯 键 。 泛 今 还 没有 得 到 关于 在 平衡 位 置 的 精确 数 。 


据 。 但 是 , 象 在 用 多 糖 磷 酸 化 酶 的 实例 中 一 样 ,似乎 平衡 是 受到 正 
磷酸 省 度 对 核 背 二 磷酸 汉 度 之 比 的 影响 。 用 ppA 和 ppl fee 


的 初步 实验 包 指出 , 当 正 磷酸 与 核 昔 二 磷酸 之 比 狗 为 于 二 5~20 


时 ,反应 达到 平衡 。 在 平常 温度 下 的 平衡 位 置 因此 是 有 利于 多 核 
苷 酸 的 合成 的 ， 并 且 表 示 用 酶 水 解 多 核 昔 酸 中 的 磷酸 二 酯 键 的 自 
Ha AB (Pee — ne hs AEN A rh AB LA, Be OH 
By Sir USS HBA RB ERT AERA. : 
| 鉴于 可 逆 的 磷酸 解 可 能 是 生物 体系 中 多 核 昔 酸 生物 合成 和 分 
解 的 重要 机 制 , Grunberg-Manago 和 -Oochoa2” 合 建 凡 把 这 种 酶 命 


名 为 “多 核 背 酸 磷酸 化 酶 ' 。 这 种 酶 似乎 广泛 分 布 在 自然 界 中 。 


多 核 背 酸 磷酸 化 酶 已 由 Beers'*~*" 和 Olmsted"™ 从 Micrococcus q 


lysodeikticus 的 提取 物 中 ,Littauer 和 Kornberg” 1 RATE 4 | 


中 以 及 Brummond, Staechelin 和 Ochoa" #240 中 提取 出 = 
来 。 3 

STR CRETE pH 7.5 至 9.0 的 范围 内 具有 最 天 活 = 
BD", (AR ENE , WHR Ase <n pH, Alb 
BPRS OR BES AL RE, 
化 钙 溶 液 有 利于 从 Micrococcus lysodeikticus 提取 出 来 的 多 核 音 酸 


* AINA RANKS, “EER A, G, U 和 0 代表 相应 的 核 错 核 音 酸 , Bin 
I 一 次 黄 嘎 哈 核 昔 ; 因此 p 区 一 核 昔 -5/- 磷 酸 ，pp 式 一 核 昔 -5/ -二 磷酸 ( 焦 磷 酸 ) 用 
作 正 磷酸 的 符号 。 多 核 昔 酸 将 以 多 聚 A, BRO 等 标 出 , MASH SRA RUS 
se AU 等 
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磷酸 化 酶 的 作用 ， 这 样 的 要 求 对 于 从 4zotopacter vinelandii 所 得 
到 的 酶 则 不 其 明显 ”。 虽 然 镁 离子 的 存在 对 酶 的 作用 是 重要 的 ， 
但 高 旗 度 镁 离子 只 是 抑制 而 不 是 催化 酶 的 作用 3 。 早 期 的 研究 
都 是 用 不 夭 的 酶 的 提取 物 来 进行 的 ， 所 有 这 些 提取 物 都 舍 有 核酸 
作为 杂质 。 在 这 样 的 情况 下 ,不 可 能 肯定 酶 反应 的 机 制 ,尤其 是 在 
决定 是 否 需 要 一 个 引物 来 引起 聚合 作用 时 。MY 和 Ochoa” 便 获 
”得 高 藉 度 酶 制品 的 样品 。 这 种 制品 很 可 能 只 含有 单一 的 酶 。 他 们 
应 用 这 种 纯粹 的 酶 制品 时 发 现 ppA 的 聚合 作用 表现 出 一 个 自动 
He HCY fel HE, 它 具 有 起 始 的 长 湾 伏 期 。 这 个 潜 伏 期 人 当 因 多 聚 A 
的 存在 而 洽 失 ,但 并 不 因 多 聚 U 的 存在 而 消失 。 同 样 ,在 ppU 的 
聚合 作用 中 , 潜伏 期 因 多 聚 U 的 存在 而 消失 , 但 不 因 多 聚 A 的 存 
在 而 消失 。 

”这 样 看 来 , 引物 和 核 苷 二 磷酸 都 需要 有 一 个 共同 的 硕 基 。 虽 
然 任 何 多 核 苷 酸 都 能 引导 本 身 的 合成 ,但 是 它们 也 能 引导 其 他 多 
核 昔 酸 的 合成 ,或 对 之 不 发 生 影响 ,或 甚至 于 抑制 其 他 多 核 苷 酸 的 
合成 。 因 此 多 聚 9 的 合成 只 能 丢 多 聚 O Hrs | Sin ii xl th RAR 
A ZR UL ZR AGUG 和 核糖 核酸 所 抑制 。 反 之 ,多 聚 O 却 能 引 
导 多 育 U .多 聚 A 和 多 聚 AGUO 的 合 碟 。 多 核 苷 酸 的 引导 效应 机 
制 至 今 午 未 明了 ,但 是 从 所 观察 到 的 专 一 性 的 征象 来 看 ,可知 这 种 
引导 作用 对 于 所 合成 的 多 核 苷 酸 的 本 质 具 有 直接 影响 所 。 这 些 千 
果 中 的 几 个 已 为 Singer, Heppel 和 Hilmoe™” 所 证 实 。 此 外 他 
们 又 发 现 某 些 寡 核 昔 酸 也 能 当 作 引物 ,并 可 给 短 起 始 的 潜伏 期 。 
但 是 核 蔡 单 磷酸 并 没有 被 发 现 可 用 作 引 物 ,虽然 小 至 二 聚合 体 的 
寡 核 昔 酸 仍 能 起 这 样 的 作用 。 赛 核 昔 酸 能 起 芙 正 的 引物 作用 是 由 
于 它们 能 摊 叉 聚合 物 作为 聚合 作用 核心 的 和 缘故。 例如; 

多 核 昔 酸 磷酸 化 酶 


pApA +n(ppU) pApApUpUpU::-pU-FnP 


这 个 反应 的 证 明 是 用 核糖 核酸 酶 消化 所 分 离 出 来 的 聚合 物 ， 然 后 
FRE Ha ie Fr TBC AE ER, CR BTR 
Wie oe AEE BIE HY 5 |, BD: 
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_ 胰 核糖 核酸 本 


pApApUpUpU::-pU pApAUp+({(n—2) Up+ vu! 


_. 个 多 核 普 酸 的 典型 制备 方法 如 下 em。 于 100 mal 0.59% BR 4 
Wet — RAP, 在 pH8.0 时 加 大 1.7ml0.51 =e | 
甲 基 氨 基 甲 烧 使 pH 2895 9.0; 然后 加 大 8.3ml0.01U 氧化 多 
溶液 ,再 加 入 8.8 ml 酶 溶液 。 将 混合 物 在 87°C 保温 280 SH, 
省 的 氧化 钙 溶 液 使 聚合 物 沉淀 出 , 再 违 蒜 用 70% 95% 和 无 水 酒 
精 及 乙醚 加 以 洗 潍 。 聚合 合 程度 可 由 改变 酶 对 底 物 的 比值 '、 加 守 4 
核 苷 酸 作为 引物 以 及 改变 保温 的 时 间 来 控制 。 


核糖 多 核 苷 酸 的 核 昔 酸 排列 次 序 和 组 成 


象 在 天 然 核糖 核酸 中 的 一 样 ,合成 的 多 核 昔 酸 含有 核 昔 -5- 
磷酸 ,以 3! ,5/—BERE— RR BE AINE, Ski — dis DUPE 
Aut, Sp SE TEA EY O' 位 置 上 , BRI 
个 含有 自由 的 2 #8! SA Ik ee 
介 酸 二 酯 酶 的 作用 而 证 实 的 。 这 种 酶 作用 于 多 核 昔 酸 时 则 产生 按 
照 它们 对 核糖 核酸 所 起 的 作用 的 产物 。 因 此 兹 毒 二 酷 酶 可 使 多 核 
音 酸 完全 水 解 而 产生 核 背 -5- 磷 酸 ,而 脾 肚 磋 酸 二 酯 酶 则 产生 核 
苷 -3'- 磷 酸 井 可 能 产生 大 概 为 末端 的 一 个 核 背 -3'， 世 -二 酸 。 用 
破 进 行 水 解 , 则 通过 2 3'- 环 状 磅 酸 而 产生 核 背 -2- 磅 酸 和 核 并- 。 
3!- 磷 酸 的 混合 物 。 胰 核糖 核酸 酶 使 喀 啶 核 苷 -3.- 磅 酸 与 其 相 邻 的 
核 背 中 位 置 的 键 在 中 一 端 断裂 的 专 一 作用 , 可 以 很 好 地 从 这 个 酶 
对 多 核 萌 酸 的 作用 表现 出 来 。 这 个 酶 不 与 多 聚 A 或 多 聚 工 发 生 作 ， 国 
用 ,但 容易 水 解 多 聚 可 和 多 聚 0, 井 且 在 彻底 消化 时 使 它们 水 解 成 国 
为 相应 的 核 苷 -3'- 磷 酸 。 短 时 期 的 消化 则 生成 寡 核 昔 酸 。 核糖 核 
BADR RE AKI S IR AU 和 多 聚 AGUO 而 产生 一 些 喀 啶 单 核 音 酸 | 

AAS AL MS AOL SS ROME ET, 
。 多 聚 AU MAR AGU 中 的 核 背 酸 排列 次 序 的 类 型 和 契 成 “ 国 
TRAN SHEA RAM, HRN +See 
ASAE WRI AAG TAL RED Im DLW. MLPA BURG ppA 四 


-_ 
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和 ppU( 实 际 比值 ppA/ppU=1.06) Hive RAW, HA:P Aye 
fifi Jy 1.08 的 多 核 苷 酸 , EA TE TD ER JE Js, 所 得 的 产物 
的 分 析 烙 果 列 在 表 30 中 。 关 于 核 苷 酸 排列 次 序 的 进一步 的 了 解 和 
证 明 是 从 多 核 苷 酸 的 合成 获得 的 。 这 些 多 核 苷 酸 的 合成 采用 了 
Ps 标 导 在 对 酸 稳定 的 磷酸 基 团 上 的 腺 邑 哈 核 音 -5 —— TO A AR 
标记 的 尿 喀 啶 核 苷 -5 -二 磷酸 "5。 假 使 将 多 核 音 酸 用 碱 水 解 ， 
FUSE ARC AO ATL il, AR i ER A ASE iy Ba ne EP AY 
怎样 , PRA ATOR SI RE Re L(BA(D, P* =P), 以 
” 致 在 测定 尿 喀 啶 核 苷 -8'- 磷 酸 上 出 现 的 放射 性 就 是 对 于 一 个 多 核 
tie 中 A 一 连接 键 数目 的 估计 。 在 A:P 比值 为 .03 的 多 核 
昔 酸 中 ,全 发 现在 多 核 背 酸 链 中 有 53% Hy RUS AL ET RIE HT 
面 是 连接 着 尿 喀 啶 核 背 酸 ， 而 其 余 47 多 的 残 基 的 前 面 必 定 是 连 
接着 腺 顺 啥 核 背 酸 。 这 个 UA 对 AA 次 序 的 比例 是 十 分 接近 于 理 
论 值 50% 的 ,并且 可 以 作为 加 强 这 样 的 事实 , 即 在 多 核 背 酸 中 的 
腺 嘎 叭 多核 背 酸 区 和 有 尿 喀 啶 多 核 苷 酸 区 的 生成 是 任意 聚合 的 正常 
FE. 


R30 BR AU WR eR Ay 


ARERR BR ER 占 总 产量 的 百 分 素 
Up : 38.0 
ApUp ; 35.0 
ApApUp | 20.0 
ApApApUp 4.9 
ApApApApUp 2.1 


_ (8. Ochoa #1 L. A. Heppel: The Chemical Basis of Heredity (Ed. W. D. 
McElroy 和 B. Glass): Johns Hopkins Press, Baltimore, 1957, 621 页 ] 
j 


关于 多 聚 AU 中 核 苷 酸 排列 次 序 的 进一步 知识 可 以 从 标记 的 
腺 嘎 附 核 背 -5'- 二 磷酸 和 未 标记 的 尿 喀 啶 核 苷 -8- 二 磷酸 所 制备 
的 聚合 物 的 核糖 核酸 酶 的 消化 得 到 。 排 烈 次 序 为 pDUD*ApUp*Ap 
的 将 被 核糖 核酸 酶 分 解 而 产生 在 尿 喀 啶 核 背 3 位 上 有 放射 性 磷酸 
基 的 ApUp*, 而 排列 多 序 为 DUB"ApUpUp 的 将 彼 分 解 为 无 标 训 
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— ee 
一 一 ”一 一 一 一 一 一 em。 we em war 


U 一 Co 一 (一 Co 
O 


OP*OH—> 带 标 记 了 原子 的 尿 嘛 喧 -3/- 磁 酸 


T_0fy, Of 
i 
(2) St cog 
Whit) ApUp. 因此 ， ote ER Se 


4 AU 的 比 放射 活性 的 测定 可 以 决定 UAUA MUAUU BER 次 gree 
PERMA, FAIREST RRA UI HABE Ie PP, nee 
EAU RFAR AIP A, BARR 
BE. ATP Lat HH Ris RIE E Ole, 位 而 不 在 Ole 位 上 上 Ba 1 oe 
DESAI TT Ha MIE PRUE. BEATS BE LS BA Ze 81 所 列 : 
举 的 数值 。Ochoa 和 Hoppel HAY ELM T AGMA, 
FUDAN DIRE RIND IR, Sa 

RENEE ft RAGUC RI KARE RE aa 
~» oaalpertletelahgh tipi’ inc 
Soh & RESCH ye AU, AO. GU 和 GO REBT 


| 


BNIB ER got 


#e 31 在 多 聚 AU HRERRENETIE 
聚合 物 的 平均 链 长 ，46 STEERER 


排列 次 序 残 基 的 数目 如 下 | Bo 


- _ (8. Ochoa #1 L. A. Heppel: The Chemical Basis of Heredity(Ed. W. D. 
McElroy #1 B. Glass): Johns Hopkins Press, Baltimore, 1957, 624 8) 


AAU #1 AAO 23! 43% AGUO Aye tree Xt EG Fh Smellie? 
| RBI, HS A BE UI HR RA 
的 组 成 相 比较 (这 些微 生物 能 供给 水 解 所 需要 的 酶 ) 。 饲 味 哈 核 
音 -5'- 二 磷酸 不 易 起 聚合 作用 四。 由 于 这 个 原因 , Grunberg-Ma- 

nago. Ortiz 和 Ochoa 在 第 一 次 制备 多 聚 AGUOGO 时 ,为 了 要 霹 加 酶 
” 与 骗 顺 喻 核 背 二 磷酸 的 比值 ， 仅 用 这 个 核 苷 酸 与 其 他 核 苷 二 磷酸 
” 相 比 的 量 的 一 牢 。 这 一 低 溃 度 和 低速 牵 的 聚合 作用 明显 地 影响 了 
BRIA BATHE AR Oy, RFE 32 中 所 指出 的 。 在 以 后 的 制备 
中 ,他 个 用 了 等 比例 的 核 音 酸 , 饲 味 哈 核 背 的 返 大 聚合 物 因而 也 就 
ee, LIK AGUO 中 和 天 然 核糖 核酸 中 所 含 的 低 量 尿 喀 啶 ( 表 32) 
具有 同等 的 意义 。 这 位 乎 不 仅 酶 对 核 背 二 磷酸 的 溃 度 具有 敏感 


， 性 ,而 且 在 聚合 作用 中 亡 还 表现 出 显著 的 专 一 性 。 


#32 BI AGUC (Azotobacter vinelandii 酶 ) 和 Azotobacter 
vinelandii PYRE IRA FR IX 
 @ £ wm) wee | Ome | Re | oe 


Le ee ee 


AGUO(1:0.5:1:1) 10.0 _~ B.9 1 oP 9.9 
AGUO(is1:1:1)* © 10.0 127 4.2 11.1 
Azotobacter 核糖 核酸 10.0 人 7:3 9.0 


* 用 粗 制 的 酶 制备 的 低 分 子 量 的 察 合 物 

[摘自 8. Ochoa 和 L. A. Heppel: The Chemical Basis of Heredity (Ed. 

W. D. McElroy 和 B. Glass): Johns Hopkins Press, Baltimore, 
1957, 626 A) 
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Singer? 和 Ochoa?® 全 分 别 研究 jot CTF RIG (LE te) 
Wey Se ORR PL TESA. SEBS RR OREN He SEG 15 TR 
ty?) Hy ER EIBES. pApA 不 与 酶 有 显著 的 作用 。 将 未 端 
5'- 磷 酸 基 除 去 ， 例 如 在 ApApA 中 的 一 样 ,会 使 磷酸 解 速率 更 为 
降低 。 对 聚合 物 的 结构 具有 更 大 意义 的 是 Oehoage 的 观察 ; BIZ 
含 一 种 核 背 酸 的 合成 的 多 核 背 酸 (例如 多 聚 吕 ) ， 其 磷酸 解 虽然 证 
快 而 且 彻 底 , 但 是 多 聚 AU、 多 聚 AGUC 和 天 然 核糖 核酸 的 磷酸 
解 则 十 分 楼 慢 外 。 这 是 因为 大 多 数 的 这 些 分 子 是 以 多 股 链 的 形式 
存在 于 溶液 中 。 它 们 与 单 股 链 的 多 聚 U 不 同 , 可 以 抗拒 多 核 普 酸 
磷酸 化 酶 对 它们 的 分 裂 作用 。 这 些 聚 合 物 烙 构 的 重要 情况 将 在 下 
面 作 更 说 和 的 讨论 (324 页 ) 。 a 


核糖 多 核 背 酸 的 大 小 和 形状 


各 种 合成 的 多 核 普 酸 的 分 子 量 的 调 定 已 进行 过 上 多 次 ， 其 车 果 
摘录 在 表 83 中 。 这 些 分 子 量 的 数值 可 与 天 然 核糖 核 酸 制 品 的 数值 ， 
FALE FF AEB BSE MM Azotobacter winelandiz 所 得 的 天 然 核糖 


RSF". SRR DER OR ED 
的 一 样 , Ha RISER DIE. AH A EP EE ELD OT 


降 方法 和 用 端 基 分 析 方 法 所 测 得 的 分 子 量 非常 接近 ,但 多 聚 AU 和 
多 聚 AGUO 用 沉降 方法 所 测 得 的 分 子 量 是 3x105 和 7X105 比 用 


端 基 分 析 方 法 所 测 得 的 分 子 量 4x 10* 和 9X10? 大 得 允 。Ochoam 认 
为 这 是 由 于 混合 的 聚合 物 在 溶液 中 产生 了 聚集 作用 ,因而 得 到 了 证 
高 分 子 量 的 聚集 体 的 称 故 (参看 下 面 ) ADA Ae: 


在 一 定 的 溶液 条 件 下 ,多 聚 A FIZIK O WIE Re ARE, 


Fresco 和 Dotyc 全 经 改变 酶 与 底 物 的 比值 和 聚合 的 时 间 ， 


制备 了 分 子 量 范围 很 大 1.5x104~1.8x105) 的 多 聚 A 的 样品 ,这 
些 样品 在 DH 6.5 以 上 的 水 洲 液 中 或 在 pbH5.7 以 上 的 0.151 氧 
化 钠 溶液 中 显示 出 一 个 特殊 的 吸收 光 必 ,其 最 大 吸收 值 在 257mA 
处 (图 81) , 帮 且 所 具 的 沉降 常数 和 特性 粘 数 决定 于 其 分 子 量 
RA 82 中 左边 所 表示 的 。 这 些 直 粮 的 用 奉 与 自由 着 曲 的 链 的 对 


A BNL BR 
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核糖 多 核 苷 酸 
Azotobacter 
酶 
A* : 
ane 
ne 
| 
M. lysodeikiticus — 
| i 
Pe: 1.86 x 106 
A | 1.6.2.6 108 
肖 1.1~4.0x106 
Azotobacter 
酶 
U 7x104 
U- ; 1.73 x 104 
AU 3x 105 
ie . 8x 105 
AGUC 7x 104 
At 1.5x104~1.3x 105 
At 1.5X105~3.5 x 106 


* 从 相同 制品 的 标本 测定 的 
+ 底 物 省 度 不 同 的 制品 的 数值 范围 
+ 泰 集体 的 数值 


沉降 法 
光 散 射 法 
沉降 法 ， 扩 散 法 
光 散 射 法 


光 散 射 法 
光 散 射 法 
FERRE 


沉 降 法 
沉降 法 ， 扩 散 法 
沉 降 法 
光 散 射 法 
Ti 降 法 


DERE, MEE | 


沉降 法 ， 粘 度 法 
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20, 31 


AEHI—Be, 3X — hE ILAG Steiner 和 Beers? 的 糙 果 相符 合 。 在 
pH5 以 下 的 0.15 氧化 钠 溶液 中 和 在 pH6.5 DUR Hyak vse 
SRA WHERAAAR RBM, Hak AK Ue We fi FE 252 mp 
处 202s9 (Pel 81), FF AAAS UUM ABC ih AS HE Ba EA 
液 的 灌 度 和 温度 。 在 这 个 省 度 和 温度 下 ,沉降 系数 和 特性 粘 数 的 转 
变 可 由 降低 pH 来 完成 。 在 降低 pH 到 5.0 以 下 之 前 就 将 多 聚 人 
的 省 度 改变 , 则 沉降 系数 和 特性 粘 数 随 分 子 量 的 改变 而 改变 , TES 
图 82 中 右边 所 表示 的 。 这 种 性 质 表示 聚集 作用 便 沟 发 生 叶 239, 而 直 
稳 的 妊 这 是 表示 样品 种 类 的 烙 构 是 属于 同系 物 的 业 构 ， 不 同 的 分 
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e(P) XI0-3 


81 天 然 的 和 和 甲醛 处 理 后 的 多 率 A 在 中 性 和 酸性 DH 的 : 
0.01M Ste SPAY ph Aye Oe 
(R. F. Beers 和 R. F. Steiner: Nature, Lond. 1967, 179, 1077) 


foresee ior SONU Fresco 和 Doty4 emt eg 7 
4 ANSI BAY. He A ees, 莉 在 75s0 
Fish des a ey 2S HY, AIS BEA A EAE DPE 
的 热 变 性 (参看 第 十 一 章 , 260 页 ) 。 
因此 这 似乎 是 多 聚 A( 也 可 能 多 聚 MB 1) fev weep, = 
适当 的 条 件 下 能 糙 合 成 一 聚集 体 。 Fresco 和 Doty?! 相信 这 让 a 
ASME I9— BAT BABES 9 7 BSE (ESE WE Ae EW 4 
FEB) MR ie AVERSA (BET TE)» 但 是 , 假使 是 


A BNIB BER | "838 


104 5X10! 105 5X105 106. 5x 106 
SFE 
图 8 Zoe A 的 两 种 构 型 的 沉降 采 数 和 耸 子 量 的 依 瑟 关系 
在 左边 的 曲 纹 ,其 深 剂 为 0.1531 teh, 0.015 禁 榜 酸 钠 , pH7.1; 
PEAT HE OVA Fly 0.15 醋酸 钠 , pH4.9。 空 心 圆圈 代表 无 外 


”加 电解 质 的 深 液 在 PH 3.7 时 测定 的 
(J. R. Freso au P. Doty: J. Amer. Chem. Soc. 1957, 79, 3928 页 ) 


这 样 的 话 ， 则 所 需要 的 pH 条 件 , 即 低 于 pH5, 4 AREA, 


”因为 在 这 个 p 也 下 ,要 参加 氢 键 形成 的 腺 嘎 哈 的 氨基 ,从 其 pK 值 


(4.16) AIM Steiner 和 Beers?” 的 涌 定 所 间 明 的 事实 来 a, 
已 电离 成 为 带电 的 酸 型 。 AULT CE, SRS RY ESE 
相似 ， 乌 氨 键 连接 的 和 结构 是 被 破 坏 而 不 是 形成 。 但 是 ， 由 于 甲醛 
的 存在 而 能 够 阴 止 聚集 作用 50ata239 Hy eee BEE sc TT Fresco 和 
Doty 的 观点 , 即 在 双 螺 旋 中 的 氨 键 是 和 存在 于 脱氧 成 糖 核酸 中 的 
属于 同一 类 型 。 

所 建 蔗 的 固体 纤 礁 状 的 多 聚 A HORSE A 在 溶液 中 可 
能 形成 双 螺旋 车 构 的 进一步 证 据 。 象 在 下 面 所 叙述 的 , X-HRERT 
射 的 证 据 强 有 力 地 指出 了 双 螺 旋 的 存在 ， 这 个 双 螺旋 在 固体 状态 
时 因 氮 键 的 存在 而 变 得 稳定 。 

虽然 对 多 聚 工 的 溶液 并 没有 象 多 聚 A 的 溶液 研究 得 那么 彻 
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ri SapE ae ite ipo 
KM gS), oR le AE LAS RAR, eRe 
pH AIF HRRE. HR p 也 会 使 消光 系数 增高 , 并 使 最 大 吸收 从 
249 my 处 转移 到 254 mp 处 ,其 转移 方向 和 多 聚 A 的 转移 方向 相 
同 ; 同时 ， 沉 降 常数 人 内 pH6.8 时 的 6.75 FR pH 10.2 时 的 
2.45。 同 样 ,离子 强度 的 增加 亦 使 沉降 系数 和 消光 系数 改变 ,这 是 
聚集 过 程 的 表现 。 象 将 在 下 面 所 描述 的 , 多 聚 工 以 纤 礁 状态 出 现 
时 可 能 形成 一 个 三 股 氨 键 的 螺旋 体 。 因 此 可 以 断定 多 聚 工 和 多 泰 
”A 相似 ,在 深 液 中 也 以 两 种 形式 存在 , 序 单 链 自由 瞪 曲 型 和 更 刚 硬 

的 、 毛 键 速 接 的 三 股 螺旋 体 。Doty、Boed 录 er 、Hresco 、Haselkorn 
和 Littg 最 近 证 实 了 这 一 观点 ,他 们 全 观察 到 狗 在 42°O By & 
I 深 液 的 光 密 度 有 显著 的 增高 (图 83) 。 相 位 的 变化 在 腊 氧 友 糟 核 
酸 热 变性 中 亦 已 观察 到 , HR Doty 比拟 为 熔 解 的 过 程 (参看 第 十 


光 密 度 (在 了 时 的 极 大 值 ) 
光 密 度 ( 单 体 ) 


图 83 核糖 多 核 昔 酸 复合 物 溶 波 的 加 热 温 度 与 光 密 度 变 化 的 关 池 
测定 是 在 五 6 的 、 含 有 0.0023f 磷酸 氨 钠 的 、0.1 
氧化 钠 溶液 中 进行 的 
(P. Doty, H. Boedtker, J. R. Fresco, R. Haselkorn #1 M. Litt: Proe. 
nat. Acad. Sci., Wash. 1959, 45, 488 A) 
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一 章 , 260 页 ) 。 在 这 些 临界 温度 所 出 现 的 构 型 变化 是 从 一 个 具有 
高 度 规则 的 状态 变 为 一 个 比较 无 规则 的 状态 。 所 有 的 证 据 都 指出 
这 个 变化 是 从 一 个 以 氨 键 连接 的 螺旋 体 变 为 阐 缠 在 一 起 的 自由 
答 曲 构 型 。 引 起 这 个 变化 的 温度 是 灯 持 螺旋 体 的 键 的 强度 的 象 
征 , 犹 如 固体 的 燃点 是 衡量 分 子 键 间 或 离子 键 问 键 的 强度 一 样 。 多 
” 聚 工 的 转变 温度 是 42*0, 比 任何 其 他 多 核 苷 酸 的 转变 温度 低 , 亦 
。，” 汪 核 酸 的 转变 温度 低 。 因 此 多 聚 工 螺旋 体 不 是 一 个 特别 稳定 的 聚 

集体 。 


从 颈 - 射 线 衍 射 确 究 所 得 到 的 多 核 背 酸 的 千 构 


MMEBBAT SRA, SRO, RU, SRI, 多 聚 AU 
MZ AGUO 的 X-H EAH AR. HALOS BY A HERD 
TY FS HE A CAR THERES TH (BSH ILBE) MURA 
HHH. (AR AS eT Te AL RR, AB 
SHORE LNOZ2 5), HARM OR HAHN F IEA 


型 : ( 蔬 表 现 出 无 定形 的 衍射 图 象 ; (2 表现 出 与 天 然 核糖 核酸 相 


仆 的 衍射 图 象 ; 和 (3) 表 现 出 一 个 相当 清晰 的 衍射 图 象 , 这 个 图 象 
“上 比 天 然 核糖 核酸 的 衍射 图 象 更 好 ， 因 此 它 表 示 一 个 高 度 有 秩序 的 
结构。 BRU 属于 第 一 类 , HAMAR WE, 它 没 有 双 折 射 现 
象 ,而 且 产生 一 个 无 定形 衍射 图 象 ,这 就 表明 在 它 的 分 子 中 实际 上 
”大 没有 重复 烙 构 的 构造 sm。 多 聚 AU MAR AGUO 属于 第 二 类 ， 
其 衍射 图 象 和 天 然 核 糖 核 酸 的 衍射 图 象 十 分 相似 rs9 。 这 些 图 
象 虽然 比 核糖 核酸 的 图 象 有 较 好 的 定位 ,但 其 质量 向 不 够 高 ,仍旧 
不 能 用 以 直接 解释 多 核 苷 酸 的 结构 。 虽然 如 此 , 这 两 种 图 象 如 此 
相似 是 很 有 意义 的 ， 因 为 它 裘 示 合 成 的 聚合 物 能 够 具有 和 天 然 核 
糖 核 酸 相 象 的 构 型 。 包 括 多 聚 A、 多 聚 0 和 多 聚 工 的 最 后 一 类 是 
进展 最 大 的 一 类 。 所 有 这 三 种 聚合 物 的 X- 射 线 照 片 都 表示 出 高 
度 有 规则 的 烙 构 ， 其 中 某 些 反 射 与 核糖 核酸 照片 的 扩散 带 比较 超 
素 时 是 相当 清晰 的 。 

关于 多 聚 Asa 和 多 聚 TI 吗 的 车 构 已 进行 过 详 竹 的 研究 。 


=" 
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照片 7 一 个 多 聚 A 纤维 的 X-HRTTARR et 


(J.D. Watson: The Chemical Basis of Heredity (Ed. W. D. McElroy 
和 B. Glass): Johns Hopkins Press, Baltimore, 1957, 554 A) 


Watson®! 根据 多 聚 A 的 衍射 图 象 (照片 7) AE HS Be aT, 
WER WEAR TR Hy. Wa ee BS 
oy 15A, TREADS 8 8.75A, MATA MEH AR 
A BAAD EW ARE AEF ABH ARE 
中 ,从 密 度 的 数值 求 看 ， i ae Si 


fit BSE OLIN LILIA ANT EAH ei. 从 工 - 射 大 衍射 图， 
象 来 考虑 以 及 基于 没有 定 芥 的 根据 ， ESE SAI se, i 
LAE A AB RA", Se Pee Ae 
iE, PERE PARED HOST, TGRIE RSID tah 
RSL ir l—7A i _LAg PAE ee — te, SORT RENY 
是 第 10 位 上 的 氨基 氮 原 子 和 第 7 位 上 的 游离 的 氮 原 子 (图 84)， 
因此 , 腺 嘎 哈 残 基 是 和 盐酸 腺 味 哈 千 晶 体 rm 中 的 精 构 相似 地 
排 烈 着 。 在 形成 碱 基 对 时 仅 涉及 氨基 中 的 一 个 氮 原 子 , 而 另 一 个 


—— -=.--_-— = —_ = *. wt, “ 
y 2 
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所 原子 就 可 能 和 对 面 链 上 了 磷酸 基 中 未 酯 化 的 氧 原子 形成 第 二 个 氮 


。” 键 。 昌 然 这 个 模型 在 许多 方面 满足 了 X- 射 威 数据 的 需要 ,但 仍 是 


假定 的 。 


图 84 AALS A 中 媚 搂 腺 顺 喻 残 基 对 的 氨 键 


多 聚 工 的 X- 射 线 衍 射 图 象 (照片 8) 当 与 腊 氧 成 糖 核酸 或 任 ， 
何其 他 多 核 童 酸 的 X- 射线 衍 射 图 象 相 比 时 ， 表 现 出 许多 罕有 的 
ee ， 图 象 中 有 三 个 分 层 的 秦 ， 其 中 两 个 是 非 子 午 纯 ， 出 现 
在 9.8&A 和 5.2A 处 ,而 第 三 个 是 一 个 非常 强 的 子午 线 的 反射 ， 出 

现在 3.4A th, 这 个 后 者 的 反射 是 和 纤 茜 吉成 垂直 的 平面 嘎 哈 环 
玲 烙 合 在 一 起 的 ， 象 在 许多 其 他 天 然 的 和 合成 的 多 核 背 酸 中 的 一 
pe, Rich?) 根据 过 鞭 葡 基 加 的 螺旋 式 的 旋转 对 -射线 衍射 图 象 
作 了 解释 ， 即 多 聚 工 的 纤 锥 含有 一 个 三 股 链 的 糙 构 ， 其 中 的 次 黄 
A PRE: DBR, 正 象 图 85 所 表示 的 。 Rich ”认为 必 
需 排 除 两 股 链 的 模型 ,因为 糖 -磷酸 基 的 骨架 不 可 能 充分 伸 出 , 使 
溃 秆 的 多 核 昔 酸 问 所 需 的 螺旋 旋转 角 为 62.5" 。 为 什么 多 聚 全 
Api (BALM) 而 与 之 十 分 相似 的 聚合 物 多 聚 工 却 没 
有 ,现在 傈 不 明了 。 咎 构 的 唯一 差别 只 是 氨 键 的 本 质 不 同 。 虽然 
还 可 能 有 一 种 四 股 链 的 模型 ,但 必须 舍 奔 ,因为 这 样 的 分 子 会 含有 
_ .个 直径 鹊 为 2.3A 的 中 心 孔 ,使 分 子 的 不 稳定 性 大 大 增加 。 
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照片 8 一 个 多 聚 工 纤维 的 X-HRTHRR 
(A. Rich: Biochim. biophys. Acta 1958, 29, 503 页 ) 


非常 明显 , 根据 X- 射 线 衍 射 图 象 ， See Coy SBE CL 


SACUA ASE IU ELAS AA, a 4 3 


Em rte FWY X- See AR DE BIE DURA 


DSi, SAAT EI AR MES AT, me U, 是 以 音 
Kise A MS thee 5 而 那些 属于 (2) 和 (3) 类 型 井 表现 出 


清楚 图 象 的 多 核 苷 酸 则 具有 以 氨 键 连接 的 螺旋 精 构 ， 其 中 包含 着 


BARKERS YRS X X- A EBCUE 1 SOR AEP Be Ag “a 
BF RAAT WILE HF EE HIB, 特别 是 与 Warnerc 
的 紫外 吸收 的 测定 车 果 非 常 哆 合 。 在 pH7 es 


A A FE 258 mw 处 的 消光 系数 [e(P)] 为 腺 嘎 啥 核 苷 酸 的 61% ,而 
BRU 的 消光 系数 则 为 尿 喀 啶 核 苷 酸 的 95 多。 增高 多 聚合 溶液 
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图 85 Sel w= Ree, SPURL 
a SE 7e De eS) = ee 
(A. Rich: Biochim. biophys. Acta 1958, 29, 505 页 ) 


_ 的 离子 强度 将 使 其 e(P) (FHA DRM EER BEALE 69%, 


而 6.4 杂 的 尿素 则 使 (了 ) 夫 高 更 多 ,一 直至 这 个 数值 的 87 多。 离 
子 强度 的 改变 和 加 入 尿素 对 于 多 聚 U  €(P) EACH. BR 
多 聚 G 和 多 聚 工 与 它们 相对 应 的 单 核 苷 酸 相 比 时 , 亦 表现 出 不 
正常 的 e(P) 的 压低 。 这 种 增色 效应 (hyperchromic effects) 是 和 


及 氨 键 连接 的 多 聚 A 和 多 聚 工 螺旋 和 结构 中 嗓 哈 基 困 问 的 相互 作 


用 使 stE) 值 压低 相 一 致 , 也 和 这 种 基 团 间 的 相互 作用 不 能 在 单条 
链 的 自由 答 曲 烙 构 的 多 聚 U 中 发 生 的 事实 相 一 致 。 


多 核 攻 酸 间 的 相互 作用 


当 研 究 多 聚 AU 的 性 质 并 将 其 与 多 聚 A 和 多 聚 避 的 混合 物 
AB LRN EAE A RIERA, Warner” 观察 到 在 


* SB Iy 61%, EMO AMTECH (Fed. Proc. 1966, 15, p. 379), 当 离子 强度 增 
A 0.2 WY, PIER ACe (P) IT ARG AR 69F (MALE) 


SS Oot ere 
cs ' 


i sera fame BATA 


这 两 个 聚 合 物 之 间 发 生 了 特殊 的 相互 作用 ， 以 我 这 个 混合 物 的 
ii ae ae | 
的 单 核 昔 酸 e(P) 值 的 55%, HAR Rich MAR A MARI 
也 能 相互 作用 ,而 Davies 和 Rich“ wigwsRIlMsRORB 


成 一 聚集 体 , 但 是 没有 其 他 多 核 背 酸 对 呈现 出 这 样 显著 的 <(P) 值 
降低 。 这 两 个 聚合 物 发 生 到 集 作用 是 由 电泳 和 沉降 的 研究 得 到 赴 


sci), BPW TA ERIE REN, DAR A MAR UV 
UIE RRR BASED. TE pH9.6, 0"0 和 离子 强度 为 
O.1 nt, £3 A IER 10.6 x10 EK? Rt  HBR ， 
U pik ZS AH 13.2x10%, mMRKRAMAEA, Wiesel 


已 足 使 这 两 个 聚合 物 分 开 。 但 是 , 当 这 两 个 聚合 脾 的 混合 肠 在 粗 司 


的 稳 冲 溶液 中 进行 电泳 时 , 则 发 现 一 个 迁移 率 为 芋 .1X10， 的 单 
峰 。 将 这 些 聚 合 物 的 混合 物 进行 沉降 ,也 全 得 到 相同 的 糙 采 。 光 个 
观察 考 所 得 的 数值 摘录 在 表 34 中 。 多 核 背 酸 的 混合 物 常 沉降 成 
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这 个 聚集 体 的 分 子 量 比 其 组 成 核 苷 酸 的 分 子 量 要 大 得 多 。 
进一步 支持 这 些 聚 合 物 问 的 特殊 相互 作用 的 证 据 是 从 
Ochoa?" 的 观察 获得 的 , 序 当 多 核 苷 酸 磷酸 化 酶 对 多 聚 末 的 磷酸 
解 作 用 很 快 , 而 且 差 不 多 能 在 工 小 时 内 完成 时 , SIR (A+U) AE 
酸 解 却 十 分 权 慢 而 且 不 完全 ,在 5 小 时 后 仅 完成 整个 反应 的 20%。 
这 指出 在 复合 物 中 多 聚 U 的 返 入 会 显著 地 影响 其 对 酶 作用 的 活 ， 
力 。 同样 值得 注意 的 是 ， 多 聚 A 在 溶液 中 的 复合 程度 虽 比 多 京 “ 


or 
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Felsenfield, Davies 和 Rich'*544) 以 及 Warner“! 对 于 多 核 昔 


酸 在 溶液 中 的 特殊 相互 作用 的 研 完 烙 果 ， 已 沟 得 到 了 这 个 反应 的 a 


主要 特征 。Felsenfield 和 Rich'er'4a @ #37 7 —Aryy ETE MA 
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Je 34 Rb RATER ANIL CRASHER EL, 
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扩散 系数 和 分 子 量 
iE 8 Px 参考 
核 社 多核 音 酸 | 让 上 
一 2.5 一 8x 1047 
ae U ee 7 ar 3.2 = 8x104+ | 43 
43 (A+ U)* 一 7 和 5.3 RS ep | 
BR A 0 eh ee ase 5.3 1.7% [1.77 1058 
BRU 0 edt oe y PY 7.4% 1.731048] 43 
23% (A+U) 0 eae ges 9.9 1.3¢ | 4.5x105§ 
oR A se | 8.0 s ve 
Zee U 一 一 一 3.2 ae 44 
a eee’) 
一 sath De AEA a iE os ate sis 
x (A+0) 
(1:2) se — | — | 17.8 一 
Bm A 6x 10-5 C8: 1 0208 TB | ee che 
BRI 6x10-5 | 6.8 | 0.05] 6.8 2 pe 41 
4 (A+T) 
(1:1 6x 10-5 6.8 | 0.05] 10.4 st ete 
BK (Att) 
(1:2) 6x 10-5 6.8 | 0.05] 14.7 = = 
BRI. 一 6.7 | 0.1 7.4 
| Bee O at 6.7 | 0.1 5.5 ae nie 42 
4358 (I+0) 6.7 | 0.1 13.9 , 


* RAW RRA RAS (A+U)S; 不 应 与 多 察 AU 等 混淆 ， 后 者 所 指 的 是 


+ 由 端 基 分 析 所 测 得 的 
省 度 为 0.2 多 的 
§ 仿 微 比 容 (Partial specific volume) 为 0.58 


”集体 中 各 个 多 核 背 酸 克 分 子 比 的 简便 方法 。 这 个 方法 利用 了 混合 
有 驳 的 光 害 度 随 着 硼 成 的 不 同 而 发 生 的 变化 。 如 果 多 聚 A 和 多 聚 
的 沾 度 之 和 保持 不 变 ,并 在 不 同 的 克 分 子 比 下 测定 其 光 密 度 , 则 很 
容易 得 到 两 条 直 栈 ,此 两 条 直 蔗 相交 于 这 个 复合 物 的 克 分 子 比 处 。 
图 87 IST ATE, APRA A 和 多 聚 可 混合 物 在 0.1U 
氧化 钠 洲 液 中 在 259 mn 处 的 光 密 度 是 克 分 子 分 数 的 西数 。 图 中 
很 清楚 地 表示 出 形成 一 个 : 鞋 的 复合 物 。 复 合 物 的 形成 和 形成 的 
速率 攀 大 部 分 决定 于 离子 强度 以 及 所 存在 的 离子 的 本 质 。 在 燕 饮 
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光 密 度 XI0 
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图 86 由 二 个 不 同 多 核 昔 酸 间 相互 作用 所 产生 的 
BRAD Ett 
(A. Rich: Nature, Lond. 1958, 181, 522 页 ) 


水 中 没有 复合 物 形 成 wet， 这 可 以 从 完全 没有 增色 效应 的 事实 看 
到 。 但 是 ， 离 子 的 加 入会 使 光 密 度 降低 并 生成 复合 物 , 象 图 SS i 
ZRH IX MIE HU" ,而且 如 果 考 虑 到 除去 离子 会 使 光 害 
度 增 高 ， 则 这 个 行为 和 肌 氧 友 糟 核酸 在 稀释 电解 质 洲 液 时 所 发 生 “ 
的 变性 有 相似 之 处 ， 蕊 们 的 主要 差别 就 是 后 者 的 过 程 是 不 可 适 的 ， 
(参看 第 十 一 章 , 246 页 )。 
在 107M 位 离子 或 其 他 二 价 阳 离子 的 存在 下 ， 成 在 高 江 度 氢 
化 钠 溶液 中 (0.741) ,Felsenfield, Davies 和 Richt 扫 发现 混 谷物 
的 曲 业 具有 新 的 形状 (图 89) ,其 最 低 值 出 现在 多 聚 U* 与 多 涌 As 
的 克 分 子 比 为 2: 工 处 。Richea 信 观 察 到 多 聚 工 与 多 聚 A 所 形成 的 
复合 物 也 有 相似 的 性 质 ， 虽 然 在 这 个 情况 下 2:1 复合 物 的 形成 更 
为 容易 。 在 0.051f 氛 化 钠 咨 液 中 ,混合 多 聚 I MRA Wes 
* RSI OES Wyo FE 吕 ) 腺 顺 喻 应 为 多 聚 A (BBA TE) 
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图 87 在 359 mw 处 多 聚 A HSE U 混合 物 的 光 密 度 
变化 与 其 组 成 的 关系 


光 密度 是 在 混 售后 15 中 钟 内 测定 的 。 所 有 溶液 都 在 PH7.4 
的 0.1M 所 化 钠 ，0.01M 甘 氨 酰 甘氨酸 中 。 


(G. Felsenfield #1 A. Rich: Biochim. biophys. Acta, 1957, 26, 461 页 ) — 
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88 在 蒸馏水 中 加 大 金属 离子 对 AU (1:1) 混 合 物 光 密度 的 影响 ， 
以 光 密 度 对 总 省 度 作 的 曲线 


(G. Felsenfield 和 A. Rich: Biochim. biophys. Acta, 1957, 26, 462 页 ) 
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“核酸 的 热 变性 相似 。 它 们 只 有 一 个 重要 的 区 别 ， 即 后 者 是 不 可 利 
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图 89 不 同 量 的 多 京 A MSR U 的 混合 物 的 光 密 度 SS 
Ll 溶液 含有 0.1 氯 化 钠 , 0.013 HAR HBR (PH 7.4) 和 SR 
1.2x10-2M Ate; Il. 在 加 毛 化 炙 以 前 的 光 密 度 oy 


(G. Felsenfield 和 A. Rich: Biochim. biophys. Acta 1957, 26, 462 页 ) ， 


Ry . 
到 1:1 的 复合 物 , 但 光 密 度 随 着 时 间 而 改变 。 混 合 5 小 时 后 21 
复合 物 的 形成 朗 达 到 完全 。 鉴 于 这 与 周围 的 离子 环境 有 关 ,看 求 复 a 3 
tine Re Fn STII F OTR RATT 
WK. BHA Se RRR, ABER Be 
#8 BE Hy FPS, 3k EEE PEL OR A nad 
(图 88) . le DLR GE ESAS UO HES (变性 ) 成 为 草 独 的 多 
核 背 酸 , 这 个 多 核 背 酸 具有 一 个 缠 重 的 自由 痊 西 构 型 .这 个 过 程 是 

STUY, 因为 在 痊 却 时 光 密 度 重新 降低 。 这 一 过 程 也 和 腹 氧 友 精 


M 


的 。 MERAH TIA tS a ARMED), et q 
多 聚 (0+TD 和 多 聚 (A 上 U) 的 次 序 而 增加 的 。 bate. 
SABLA NBL SS - yYeHoe D A hh HH A Bp ae Wy A te. ms 
些 纤 礁 无 双 折 射 ca 。 已 痉 得 到 了 这 些 纤 礁 的 清楚 的 X-BhEERT RT 1 
图 象 。 从 多 聚 (A 十 D) 的 图 象 可 以 看 出 它 的 分 子 是 一 条 双 股 螺 
ie! ,其 中 一 股 为 多 聚 A 的 鞠 键 , 另 一 股 为 多 聚 可 的 鞠 链 ， al a 


oe 


oe A RNB RAEI ? 337 
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胸腺 喀 啶 间 存 在 着 氨 键 相似 (参看 第 九 章 , 162 页 ) ,其 中 一 个 礁 基 
WHEE BT bi, 并 且 几 乎 与 纤 锥 轴 相 垂直 。 AOR AR eH - 
看 去 ， 这 两 个 糖 -磷酸 骨架 较 落 腊 氧 戊 糖 核酸 分 子 中 的 糖 -磷酸 骨 
架 有 较 小 角度 的 分 离 。 对 这 个 现象 的 最 简单 解释 是 假定 这 种 骨架 


链 具 有 一 个 平行 的 排列 定向 以 代替 在 胸 氧 成 糖 核酸 中 所 假定 的 反 


ZBATHEA EE I (BBB ILE, 161 页 ) Rich \ZR(A+] He 
所 得 到 的 X- 射 线 衍 射 图 象 的 了 解 , 对 这 个 多 聚 体 的 结构 提出 了 一 . 
种 相似 的 糙 构 。 图 90 表示 出 连接 两 个 缠 线 的 螺旋 链 的 次 FS 


“和 腺 顺 哈 间 的 氨 链 。 腺 嗓 哈 的 氨基 是 和 次 黄 顺 哈 的 峙 基 的 氧 相 
速 ,而 两 个 嘎 哈 的 氮 原 子 都 连接 在 一 个 氮 键 上 。 以 氨 键 速 接 而 重 达 


的 味 吟 碱 之 间 的 距离 为 3.4A 。 


ARG ARM 


90 SR A+) PHAR SRG Haat 
(A. Rich: Nature, Lond. 1958, 181, 524 页 ) 


对 复合 物 多 聚 (A 十 20) MBM (A+) EMMA MEAL 


-射线 的 研究 。 但 是 ,在 这 两 个 例子 中 ，Rich52 & Felsenfield , 


Davies 和 Rich’ 根据 分 光 光 度 和 沉降 测定 的 数据 认为 这 些 复 合 
有 物 必定 是 具有 三 股 链 形式 的 烙 构 。 在 多 聚 (A 十 U) 和 多 聚 (A+D 
的 二 股 链 模型 基础 上 , 一般 认 为 多 聚 U MSR HAS Hl 


”位 于 其 两 股 链 分 子 的 螺旋 凹 槽 部分。 例如 在 多 聚 (A 二 2 红 ) 中 ， 


Rich“ 认为 第 二 个 次 黄 顺 吟 碱 是 由 两 个 毛 键 与 腺 嘎 叭 残 基 相 连 
By, BUA RES PARA Ney 是 分 别 与 腺 味 喻 的 氨基 氮 原 
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F-AIN 7) HE. WFBR(A+2U),3 ee 了 ’ 
SEES FT] Bea A WM ET BE 占据 上 面 所 提 的 涉及 
毛 键 的 某 些 位 置 , Zubaytg 人 对 这 种 烙 构 提出 了 有 弄 叉 。 如 果 提出 的 
根据 是 可 靠 的 话 ， 在 上 壕 那 些 位 置 上 的 氧 键 就 不 可 能 形成 。 国 此 
Zubayca 对 多 聚 (A 十 2U) 提 出 了 另 一 个 三 股 链 的 精 构 (图 91), ie ! 
Rich IE i 955 = BG A AER HEE TA ELA TA 33 
个 糙 构 包含 三 股 互相 缠 线 成 的 多 核 苷 酸 链 ， 它 们 在 螺旋 中 十 有 ， 
等 的 位 置 。 这 意 家 味 着 在 多 聚 (A 二 U) 十 OU- > 多 聚 (A 十 20) 的 反应 ue 
中 ,第 一 复合 物 一 定 发 生 了 分 子 重 排 烈 。 多 到 (A 二 20) 的 初步 村 és 
BRA AAA Sees 


91 在 多 聚 (A+2U) iO NRE RRR 


= BR Ty STAT Ra: Talat 44° 5 RE oe TL lah 87° 
ry (G. Zubay: Nature, Lond. 1958, 181, 389 A)” > sx 
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BiG AS Fy EK BE ZY RZ Ja, Kornberg 及 其 同 工 者 发 展 了 
fa 2D AE SS IR A A LE IBS 2k EC 
腺 喀 啶 核 背 摊 入 的 反应 次 序 为 ; 
胸腺 喀 啶 核 背 一 > 胸腺 喀 喧 核 背 -5- 人 磅 酸 一 > 
——> Fea JRE ie AY EF = 
一 聚合 物 

在 聚合 作用 发 生前 ,胸腺 喀 喧 核 背 首先 转变 为 —5'- = EE WY Be Bl 
使 Kornberg, Lehman, Bessman 和 Simms*~°?! 在 制备 聚合 物 
时 采用 了 由 酶 作用 制 成 的 各 种 腹 氧 核糖 核 苷 酸 的 5- 三 磷酸 (用 
P? 标记 第 一 磷酸 基 ) 。 为 了 使 合成 反应 能 够 发 生 , UAT 


和 一 个 具有 脱氧 核糖 核酸 形式 的 引物 存在 。 由 称 为 聚合 酶 ? 吧 


的 酶 所 引起 的 聚合 作用 仅 发 生 于 所 有 四 种 胸 氧 核糖 核 苷 三 磷酸 都 
存在 的 情 光 下 。 底 物 缺 少 它们 中 的 任何 一 个 时 将 降低 聚合 的 速率 
至 完整 体系 的 0.59% HA” 。 这 个 反应 是 可 揽 的 ,而且 焦 磷酸 
是 随 着 腊 氧 核糖 多 核 苷 酸 而 产生 的 。 腊 氧 核 煌 多 核 苷 酸 含 有 所 有 
放射 性 的 磷 。 这 个 反应 可 用 反应 式 表 示 如 下 ”*: 
ppp 工 ] 
ppp G 
ppp C 
ppp*A J, 


十 引物 CDNA) +3 聚合 酶 二 Mg 


= 一 股 氧 核糖 多 核 背 酸 十 4n PP 
将 聚合 酶 尽量 纯化 5 仍 不 能 得 到 完全 不 含有 腊 氧 核糖 核酸 酶 的 
聚合 酶 。 因 此 ,这 样 制 得 的 聚合 物 就 不 可 能 具有 最 大 的 分 子 量 。 

| HE (BE A AG RL 9 HA AT ASB Ag EB 
RA SR AURA DAE TE. SSCA HI AH 
RR BNED BAU” 32, HE BE eR ee 
ae Ay The Se, ST 4 TA Ye ELAN AE AT DUE 
行 聚合 作用 时 才 有 可 能 。 Feb AEEY—D'—= RR CA 
昔 -5- 三 磷酸 会 阻止 聚合 作用 。 Pla, PRs eS 


* ee TG, O 和 人 是 指 脱氧 核糖 核 苷 ; DNA 王 脱氧 核 禧 核酸 
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wR CRE 本 ta : 时 
但 是 ,用 腹 氧 尿 喀 啶 核 音 -5- 磷 酸 代替 胸腺 吵 啶 核 苷 -5- 磋 酸 , 使 < 
尿 喀 喧 取代 胸腺 喀 啶 井 不 抑制 这 个 反应 ,而 尿 喀 啶 却 代替 了 胸 
PNM AIRS eR ORT 
以 代替 胸腺 喀 啶 , 5- 甲 基 和 BLUME AY DRE BS 
KEI FY DCE GS, (ELS RAB BEE TRAE. 虽然 次 黄 
mn ge 2 ERR UMG HE 2 位 上 有 一 个 氨基 ， 但 承担 着 形成 
饥 嗓 哈 与 胞 喀 啶 加 的 毛 键 的 其 他 两 个 取代 基 仍 然 存 在 。 依 逃 看 到 
的 股 氧 次 黄 顺 吟 核 昔 三 磷酸 的 返 入 速率 低 于 觅 氧 饲 嗓 啥 核 背 三 磷 
酸 的 返 入 速率 可 能 是 因为 在 饲 嘎 哈 的 氨基 和 胞 喀 啶 的 半 基 加 并 没 
有 第 三 个 氨 键 存在 。 肌 氧 黄 嘎 叭 核 背 三 磷酸 不 返 大 腊 氧 多 核 背 
酸 ,现在 看 来 兴 没 有 解释 中 。 rong 

PENNS |i A ORICA SS, AM 
HE RAD TENT WO RA BEBE TI TERRE 
PEAY AIDE JL BPSD) to OE SEAS AE A A FT Dm 
LF, ELRSRIEDH: A WRASSE 2 CARRERE SRR 
典型 的 8', 5- 磷酸 二 酯 键 中 。 ieee 

Adler, Lehman, Bessman, Simms 和 Kornhberg®®! 介 研 Ce . 
过 合成 作用 的 第 一 阶段 ， 邹 将 单独 一 种 腊 氧 核 苷 酸 加 到 作为 引物 
的 肌 氧 友 糖 核酸 中 ， AED HEN 7 Be AT = RJ OM 
Bi PS bie) PA — 7 I OE. aT mE, se 
POR ROU Ee NEF eR EAS 
ee eee er 
WDE A is PH EI BE IR AB Se pine i 
不 能 知道 得 很 清楚 , (ELE SCHORR HH, PSS PERRET, 
个 单独 的 股 氧 友 精 核酸 分 子 能 与 一 分 子 的 肌 氧 核糖 核 昔 酸 加 合 。 
a tRaKRMOT WUT works eee 
HIBS Oe, FABRE Ei 
果 ， eee eee eee ‘Si 
Sia BRU FEM — > 8, 5k — ew sa 
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鉴于 酶 能 促进 一 个 腹 氧 核 苷 酸 加 在 引物 胸 氧 成 糖 核酸 分 子 末 
踢 的 事实 ， 才 且 基 于 在 这 个 特殊 毛 键 如 接 的 千 构 中 所 存在 的 硕 基 
对 ,可 以 推测 在 这 个 合成 的 腊 氧 多 核 背 酸 中 : (1) RES Oe Hg 
啶 和 岛 味 喻 对 胞 喀 啶 之 比 都 为 1 和 (2) 碱 基 分 析 的 车 果 与 引物 碱 
基 分 析 的 糙 果 都 相同 。 Lehman, Zimmerman, Adler, Bessman 、 
Simms 和 玉 ornberg"” ”证 明 这 些 推测 是 正确 的 , 象 在 表 35 中 所 示 
的 。 因 此 这 似乎 是 ,引物 腹 氧 戌 糖 核酸 是 供 作 模板 之 用 ,而 所 产生 
的 胸 氧 多 核 背 酸 是 一 个 芙 正 的 核酸 , 卉 且 在 各 方面 都 与 天 然 制品 
相同 。 对 这 种 复制 假发 的 严格 考验 是 某 些 胸 氧 成 糖 核酸 重新 具有 
MBI. KREME, BIA RWI, WERKE 
Pfr”, 648 FT ABE ER FAP 1 RE HT 
力 ， 以 和 致使 产物 发 生 某 些 降解 。 

虽然 一 般 都 共有 在 所 有 四 种 腹 氧 核 背 三 磷酸 和 引物 腹 氧 核糖 


- 玫 35 AGREE SUR LENE rh A OS RANE NERA AR 


| A+T | A4+G 
mamemerem! A) tr | a | 9 | ett | ate 
M. phlei > 
引物 0.65 | 0.66 .| 1.35 | 1.34 | 0.49 | 1.01 
产物 0.66 | 0.80 1.17 | 1.34 | 0.59 | 0.85 
A. aerogenes ee 
BL 0.90 | 0.90 | 1.10 | 1.10 | 0.82 | 1.00 
产物 1.02 | 1.00 | 0.97 | 1.01 | 1.03 | 0.99 
Aba ai 
引物 、 1.00 | 0.97 | 0.98 | 1.05 | 0.97 | 0.98 
产物 1.04 |} 1.00 | 0.97 | 0.98 | 1.02 | 1.01 
AP Na E 
引物 1.14 | 1.05 | 0.90 | 0.85 | 1.25 | 1.05 
产物 1.19 | 1.19 | 0.81 | 0.83 | 1.46 | 0.99 
T2 teh | 
引物 1.31 | 1.32 | 0.67 | 0.70,| 1.92 | 0.98 
产物 1.33 1.29 0.69 | 0.70 1.90 1.02 


(摘自 工 R. Lehman, 8S. B. Zimmerman, J. Alder, M. J. Bessman, E. 8. 
Simms 和 A. Kornberg: Proc. nat. Acad. Sci. Wash. 1958, 44, 1193 页 ) 
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核酸 的 存在 下 才能 形成 腹 氧 多 核 背 酸 ， eter ARR 
核酸 的 情况 下 , Mk 8~6 小 时 的 潜伏 期 后 , — RE 
酸 和 胸腺 喀 啶 核 苷 酸 的 互 聚 体 亦 能 借 聚 合 酶 而 形成 。 这 个 互 育 体 


种 肌 氧 核 苷 三 磷酸 ， 可 是 合成 的 新 的 聚合 物 只 含 脱氧 腺 嗓 喻 核 背 
酸 和 胸腺 喀 啶 核 苷 酸 。 这 个 合成 的 精 果 进一步 证明 了 酶 合成 作用 
中 的 复制 功 间 。 TBA Ia Er RSA RM EAI <3 
HRW SRY Hl se 

关于 脱氧 多 核 音 酸 的 物理 化 学 的 研究 至 仿 还 做 得 很 少 。 利 用 
超 离心 分 析 m 便 显 示 出 这 类 物质 是 多 分 散 性 的 ,并 且 如 与 用 作 避 
物 的 腊 氧 核糖 核酸 沉降 系数 25 & 相 比 时 , 其 不 同 制品 的 沉降 系数 
范围 是 208 至 308。 合 成 聚合 物 的 特性 粘 数 是 在 1.5 一 3.0xl02 
c.g.8. 单位 之 问 ,而 小 牛 胸腺 腹 氧 核糖 核酸 的 特性 粘 数 是 5.0x 
10° e.g.s. 单位 。 从 这 些 数据 得 到 的 合成 的 脱氧 核糖 多 核 昔 酸 的 
Sy FH 5 x10°, 42 100°C HEH RARE ES OE 
ETM 0.1x10%c.g.9. 单位 ， 虽 然 沉降 系数 只 降 至 14S。 这 是 


“与 天 然 腹 氧 核 糖 核酸 的 性 质 相 一 致 的 。 从 初步 的 研究 , 有 各 种 还 oa 


象 表明 ,合成 的 聚合 物 在 溶液 中 最 好 是 用 硬 的 知 曲 的 模型 来 表示 。 


象 已 在 第 十 一 章 中 描述 ( 266 页 ) 的 ， 只 含 脱氧 腺 顺 吟 核 昔 酸 和 胸 


RMU EAT PRI LIRA FE 69°O 时 就 会 发 生变 性 ,这 与 天 然 脱氧 核 
糖 核酸 的 变性 温度 随 着 棚 成 而 变化 的 现象 相 一 致 rm。 pare 
Oma ae 
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从 前 面 几 章 所 提 及 的 核酸 结构 的 证 据 似 乎 已 能 肯定 友 糖 核酸 


“和 脱氧 友 糖 核酸 这 二 类 物质 都 具有 答 曲 的 、 井 由 氮 键 稳定 的 螺旋 
猪 构 。 合 成 的 多 核 音 酸 和 多 肽 在 适宜 的 离子 条 件 的 溶液 中 也 可 以 
”具有 螺旋 千 构 等 观察 ,引起 了 这 样 一 个 问题 , 序 由 这 种 氨 键 连接 的 


螺旋 和 糙 构 是 否 就 是 在 狂 胞 或 病毒 中 所 存在 的 芙 实 结 构 ， 因 为 这 也 
是 可 以 想象 的 事 ， 即 这 样 的 结构 可 能 就 是 在 提取 过 程 中 形成 的 一 
种 矫 作物 。 关于 这 种 看 法 的 直接 诈 明 , 需要 在 体外 对 核酸 进行 很 
多 、 可 能 是 很 困难 的 研究 。 要 研究 天 然 环境 中 的 大 分 子 芋 构 , 不 但 


.需要 克服 许多 技术 上 的 困难 ， 而 且 因为 在 甸 胞 中 核酸 不 会 单独 存 


在 (除非 核酸 与 蛋白 质 粘 合 在 一 起 ) ， 还 需要 知道 要 比 目 前 知道 得 


更 多 的 关于 核 蛋白 千 构 的 知 蕊 。 


Wilkins 全 对 已 灼 固 定 的 和 未 沟 固 定 的 类 胞 和 粕 胞 核 进 行 
过 驻 - 射 痿 衍射 研究 。 当 活 狠 胞 受 X- 射 万 照射 时 ,立即 就 会 死 掉 ; 


-但 是 Wilkins 认为 , 若 将 流动 的 一 群 务 胞 通过 衍射 照相 机 ,使 每 个 


活 竹 胞 只 接受 比 致 死 量 少 的 剂量 , 则 有 可 能 得 到 活 狂 胞 中 核 蛋 白 
的 和 -射线 街 射 照片 。 虽 然 这 样 的 研究 洁 待 进行 ,但 已 沟 得 到 了 一 
个 在 完整 无 损 的 生 精 和 胞 中 井 在 开始 曝露 于 双 - 射 线 时 是 活 的 未 


BEN Loligo 精子 的 X- 射 线 照 片 。 这 样 得 到 的 衙 射 图 象 与 用 
从 色素 取得 的 井 用 水 洗 潍 后 加 以 干燥 、 然 后 再 加 以 混 润 的 精子 的 


衍射 图 象 非常 相 伺 。 并 且 这 个 衍射 图 象 和 纯化 后 的 股 氧 友 糖 核酸 


的 图 象 特别 相 象 。 这 个 重要 的 实验 直 核 恋 明 了 觅 氧 友 糖 核酸 的 精 
构 在 提取 、 炖 化 和 干燥 过 程 中 似乎 很 少 发 生变 化 或 者 没有 发 生 比 
静 大 的 变化 -另外 , 某 些 胸 氧 友 糖 核酸 的 遗传 转 移 活力 和 病毒 核酸 
的 感染 力 提 供 了 有 力 的 和 现实 的 证 据 。 这 些 具有 生 物 活力 的 核酸 
必定 具有 芙 正 的 天 然 构 型 ， 并 且 看 来 还 具有 和 其 他 核酸 相同 的 性 
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rere 
a a 
LEE, OREN LAR BERET. | 
上 述 的 证 据 支持 了 这 样 的 见解: aT TT Lae 
B— AGE, TEC PIR Ee, 然而 条 有 相反 的 证 
据 , 即 当 烟 草花 叶 病 毒 的 核糖 核酸 的 烙 构 秆 认为 是 单 股 螺 旋 时 , 则 
根据 现代 -衍射 照片 的 钊 断 ,提取 出 的 核糖 核酸 应 访 是 一 个 双 股 
螺旋 (参看 第 十 二 章 ) 。 但是, 认为 在 提取 过 程 中 可 能 发 生 豪 集 作 
用 的 这 个 证 据 ， 只 能 应 用 于 目前 我 们 对 核酸 精 构 告 不 能 比 腊 氧 成 
糖 核酸 结构 更 肯定 的 那些 核酸 。 因 此 ,虽然 在 提取 核酸 时 (应 用 温 
和 的 方法 ) 不 能 完全 忽 秽 聚集 作用 或 其 他 烙 构 变化 的 可 能 性 ,但 对 
所 有 核酸 未 必 尽 然 , 特 别 是 对 于 膀 氧 成 糟 核酸 更 不 是 如 此 。 
fre ei ee ca an 
表明 , TEAR ERMINE ET OE. 因此 
PRE EUPIA OME: 2A, BR(A+U), BH 
AGUO 核糖 核酸 。 在 这 个 次 序 中 的 最 后 两 个 多 聚 体 的 稳定 性 位 乎 
“是 可 以 比拟 的 。 因 此 稳定 性 是 随 着 复杂 程度 而 增加 ,而 复杂 程度 又， 2 
会 对 氨 键 的 特异 性 产生 影响 。 在 多 聚 A PAAR 
己基 都 参加 人 氧 键 的 生成 的 ， 所 参加 的 腺 贯 哈 玖 基 只 是 足以 使 螺 施 
_ 体 中 的 双 股 链 保 持 着 象 一 个 单独 的 流体 动力 单位 (hydrodynamic 
unit) 。 这 样 的 连接 不 但 是 相当 的 微弱 , 而 且 是 可 逆 的 ， 犹如 变性 
的 觅 氧 戊 烽 核 酸 所 发 生 的 情 痪 一样。 脱氧 戊 粳 核 酸 的 变性 使 特异 
AY BETSY, 形成 了 单 链 烙 构 (aunique structure) , 并 且 这 种 过 程 
是 不 可 逆 的 。 但 是 一 些 可 逆 而 微弱 的 氨 键 仍然 存在 于 这 种 变性 的 “ 
单位 中 。 虽 然 我 们 已 痉 有 了 有 力 的 证 据 可 以 证 明 多 聚会 聚集 成 
比较 刚 硬 的 单位 ,并 且 在 涌 集 体 中 还 是 可 以 形成 螺旋 区 域 mae 
于 形成 完全 螺旋 的 构 型 ,仍然 是 推测 的 。 cc: , 
CUR OL Re RRR MNO Re MOU, TES RASH sy 
BED EANhy Mit (BH +—e) , 可 以 在 核酸 间 的 可 能 差异 (就 是 
7 生 不 同 遵 传 行为 的 原 FA) Fe ERE — MH IMB Bl ELM HH, 


Stabe 
Ball aa fe 
re ee 


“ee 
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核酸 的 差异 可 以 由 粗 成 成 分 、 核 背 酸 排列 灵 序 和 分 子 量 的 不 同 而 
产生 ， 而 现在 我 们 在 这 些 因素 中 可 以 培 加 另 一 个 因素 ， 即 稳定 
性 。 这 个 因素 并 不 是 完全 独立 的 可 变 因素 , 因为 它 与 所 有 的 其 他 
因素 有 关 , 井 且 也 决定 于 所 有 的 其 他 因素 。 但 是 ,鉴于 所 推测 的 复 


。” 制 机 制 , 其 中 核酸 双 股 链 的 分 开 是 一 个 必要 的 步 邓 ( 参 看 下 面 ) , 复 


制 过程 中 所 需 的 能 量 将 部 分 地 取决 于 螺旋 千 构 的 稳定 性 。 
“核酸 的 复制 机 制 全 沟 是 许多 娃 花 和 推测 的 主题 上 四。 如果 已 沟 
误 全 确证 了 在 溶液 中 合成 的 多 核 昔 酸 ， 不 论 是 相同 的 或 者 是 不 相 


， 同 的 ,都 形成 双 股 螺旋 体 , 或 者 仅 形 成 双 股 螺旋 区 , 则 这 些 反 应 的 
”全面 研 究 对 我 们 了 解 核 酸 复制 机 制 是 重要 的 。 所 有 对 天 然 核酸 和 


， 合成 的 多 核 苷 酸 的 证 据 都 指出 这 二 条 股 链 是 沿 着 一 条 共同 的 轴 而 
。 ”互相 缠绕 的 ,也 就 是 疼 这 个 螺旋 体 是 由 复合 型 的 (plectonemic) 痊 
” 曲 而 不 是 由 平行 型 的 (paranemic) 短 曲 形成 。 因 此 ,如 果 双 链 旋 中 
的 每 条 链 都 作为 形成 另 一 条 链 的 模板 , 则 复制 机 制 , 象 Watson 和 
Orick 吧 原先 所 考虑 到 的 ,必须 包括 螺旋 的 解 开 。 这 就 是 属 , 当 解 开 
。 螺旋 的 每 一 个 圈 时 ， 整 个 双 螺 旋 必 须 环 篇 着 轴 旋 转 一 周 。 Levin- 


thal 和 OraneG 信 计算 出 螺旋 解 开 所 需 的 能 量 , 井 发 现 其 仅 为 150 二 


卡 / 克 分 子 , 相当 于 解 开 复制 链 环 的 能 量 。 这 一 数值 , 当 与 形 抱 多 
核 背 酸 链 的 磷酸 二 酯 键 所 需 的 能 量 相 比 时 ， 显 得 小 些 。 BEADS 
 FBAFHRLCRKALAKALEAN, MORES, vB 
4TH. 142% Levinthal 和 Orane i\2y’E WRATH HER 
| (speedometer cable) 那样 旋转 的 , MRAEMB Hes, A 
glided lena 因此 在 任何 一 瞬间 都 有 象 
| 92 那样 的 Y 形 构 型 , Y- 型 的 三 条 支 链 都 向 着 同一 方向 旋转 。 
ee ee ys LE TRIP HK, 但 拆 开 的 能量 OR TIERS 
复制 机 制 所 需要 的 能 量 并 没有 多 大 区 别 。 

其 他 所 提出 的 很 不 相同 的 复制 机 制 包括 用 酶 对 双 螺 旋 中 的 一 
个 多 核 昔 酸 链 进 行 消化 ,而 保留 另 一 条 链 作为 模板 ,以 及 由 一 系列 
的 多 核 昔 酸 链 的 折断 和 再 结合 使 两 条 互补 的 链 分 开 。 Delbriick”” 
认为 这 些 链 的 折断 和 再 和 结合 是 与 复制 同时 发 生 的 ， 而 折断 是 在 两 
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条 链 上 同时 进行 i. Ae A POR 
断 , 序 在 每 5 个 单 核 背 酸 单位 处 有 一 个 折断 。 这 些 进行 复制 角 
法 似乎 排除 困难 少 ， 引起 困难 反而 更 多 。 最 近 的 研究 工作 Cy in 
Meselson 和 Stahl 的 研究 ) 表 明 当 腊 氧 友 糖 核 ne 
Pei}, ZERECCHY IE SORE DF Jeng Ee 
RRB. 因此 ， OE IAM A A 
CHOBE SPARE oe. BRAS RH RE™ US HL 
制 中 的 一 个 比 其 他 一 个 更 为 可 取 ， 57 N= FANE 
BVELBET, Bette ari Ay ka 量 似乎 使 人 们 对 拆 开 的 复制 
机 制 更 为 欢迎 。 因 此 目前 似乎 有 理由 可 以 假定 遗传 信 息 从 母 代 的 
BES DC BEA Be EZ AR BIR EB FLEES PR 7 
的 车 构 (如 蛋白 质 和 戊 糖 核酸 ) , FER Me AE PAR 

都 牵连 到 一 个 拆 开 的 程序 ”。 


图 92 Watson 和 Orick 所 如 的 股 所 皮 糖 的 拆 开 和 复 创 ee, 
YW y= ee Si we a Ee HES 

(M. Delbriick 和 G. 8, Stent: The Chemical Basis of Heredity (Ed. aie 
W. D. McElory 和 B. Glass): Johns Hopkins Press, Baltimore, 
1957, 704 页] 
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oa 以 及 Kornberg 对 能 够 合成 核酸 的 BiG) ESLER 
| AARNE Kornberg 及 其 同 工 者 (参看 第 
#2) La, 通过 酶 的 作用 , — Hane = Ores 
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